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Los productos cárnicos procedentes de especies de caza mayor son un grupo de 
alimentos en los que con frecuencia se producen fraudes de sustitución de las especies más 
valoradas por otras de precio inferior o se declaran porcentajes de mezclas diferentes de los 
utilizados en su elaboración. Este hecho justifica la necesidad de disponer de técnicas analíticas 
rápidas que permitan la adecuada identificación de los productos que se comercializan y la 
verificación del cumplimiento de las normas de etiquetado. 
Entre las técnicas rápidas de reciente aplicación a la identificación de especies en los 
alimentos destacan las genéticas, basadas en el reconocimiento específico de fragmentos de 
ácidos nucleicos presentes en los seres vivos. De ellas, la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) es, sin duda, la más utilizada debido a su elevada sensibilidad, rapidez y especificidad. 
Además, la técnica de PCR permite el análisis de muestras sometidas a distintos tratamientos 
tecnológicos, incluida la esterilización. Teniendo en cuenta estos aspectos, en esta tesis doctoral 
se han utilizado distintas técnicas genéticas (análisis del polimorfismo en la longitud de los 
fragmentos de restricción de regiones amplificadas por PCR (PCR-RFLP), PCR con cebadores 
específicos y PCR en tiempo real) para la detección e identificación de carnes procedentes de 
las siguientes especies de caza mayor: ciervo (Cervus elaphus), gamo (Dama dama), corzo 
(Capreolus capreolus), rebeco (Rupicapra rupicapra), cabra montés (Capra pyrenaica), muflón 
(Ovis ammon) y jabalí (Sus scrofa). Asimismo, se aborda su diferenciación de carnes de 
especies domésticas de consumo habitual como vaca (Bos taurus), oveja (Ovis aries), cabra 
(Capra hircus) y cerdo doméstico (Sus scrofa domestica). 
1. Técnica de PCR-RFLP  
1.1.  Identificación de ciervo, gamo, corzo, rebeco, muflón/oveja y cabra montés mediante la 
técnica de PCR-RFLP empleando el marcador genético 12S ARNr 
Para cumplir este primer objetivo se eligió el gen mitocondrial 12S ARN ribosómico 
(ARNr), ya que presenta una longitud y tasa de mutación adecuadas para discriminar especies 
estrechamente relacionadas. A partir de las secuencias disponibles en las bases de datos del 
gen 12S ARNr de varias especies de mamíferos, se diseñaron los oligonucleótidos conservados 
12S-FW/12S-REV. Estos cebadores amplificaron un fragmento común de 712 pb del gen 12S 
ARNr de ciervo, gamo, corzo, rebeco, cabra montés y muflón, así como de otras especies de 
animales de abasto (vaca, oveja y cabra). La información contenida en las secuencias 
nucleotídicas amplificadas, facilitó la elaboración de los mapas de restricción de todas las 
especies elegidas y la posterior selección de las enzimas más adecuadas para llevar a cabo su 
diferenciación por PCR-RFLP. La endonucleasa MseI, y la combinación de las enzimas MboII, 
BslI y ApoI, permitieron la identificación inequívoca de todas las especies analizadas, 
exceptuando el muflón y la oveja. Ello fue debido a que las secuencias del gen 12S ARNr de 
estas dos especies filogenéticamente próximas resultaron ser 100% idénticas.  
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1.2. Diferenciación de muflón y oveja mediante la técnica de PCR-RFLP empleando el marcador 
genético D-loop 
Para llevar a cabo la diferenciación de muflón y oveja, se seleccionó la región polimórfica 
D-loop incluida en la región control del ADN mitocondrial. La región control, en especial la zona 
D-loop, posee una elevada tasa de evolución siendo la principal responsable de las variaciones 
en longitud que presenta el genoma mitocondrial. El estudio informático de las secuencias 
disponibles en las bases de datos de este marcador para diferentes especies animales, permitió 
el diseño de la pareja de cebadores DLOOP-FW/DLOOP-REV. Estos cebadores amplificaron un 
fragmento de ADN conservado de entre 700 y 1000 pb en rebeco, cabra montés, muflón, oveja, 
vaca, cabra y cerdo. El análisis de las secuencias obtenidas en varios individuos de cada 
especie, hizo posible el diseño de los cebadores MSDLOOP-FW y MSDLOOP-REV para la 
amplificación de un fragmento específico de 370 pb en muflón y oveja. Tras la amplificación y 
secuenciación del fragmento específico en distintos individuos de cada especie, se elaboraron 
los correspondientes mapas de restricción y se eligió la endonucleasa MaeII para llevar a cabo la 
diferenciación. El polimorfismo inter e intraespecífico detectado en las secuencias dio lugar a la 
obtención de un único perfil de restricción para las muestras de oveja, claramente diferenciable 
de los tres patrones electroforéticos generados en las muestras de muflón.  
1.3. Diferenciación de jabalí europeo y cerdo doméstico mediante la técnica de PCR-RFLP 
empleando el marcador genético MC1R 
Debido a la imposibilidad de diferenciar el jabalí europeo del cerdo doméstico con los 
marcadores mitocondriales 12S ARNr y D-loop, se seleccionó el gen nuclear polimórfico que 
codifica para el receptor 1 de la melanocortina (MC1R). A partir del alineamiento de las 
secuencias del gen MC1R disponibles en las bases de datos para varias especies de mamíferos, 
se diseñaron los cebadores MC1R-FW y MC1R-REV para la amplificación de un fragmento de 
795 pb específico de jabalí y cerdo doméstico. A continuación, tras un estudio detallado de los 
mapas de restricción obtenidos en este fragmento para un elevado número de secuencias de 
jabalíes y cerdos publicadas en las bases de datos, se seleccionaron las endonucleasas BspHI y 
BstUI para llevar a cabo la diferenciación. Los resultados obtenidos tras el análisis por PCR-
RFLP de 45 individuos de cada subespecie porcina con las enzimas seleccionadas indicaron que 
el gen MC1R puede constituir un marcador adecuado para la diferenciación de carnes 
procedentes de jabalí europeo y cerdo doméstico. 
1.4. Aplicación de una técnica de PCR-RFLP lab-on-a-chip para la identificación de especies de 
caza mayor empleando el marcador genético 12S ARNr 
Con el fin de adaptar y mejorar los resultados obtenidos en la técnica de PCR-RFLP 
convencional previamente descrita, se empleó la técnica de PCR-RFLP lab-on-a-chip, que 
incorpora la tecnología convencional de electroforesis capilar a un formato de chip miniaturizado 
de un solo uso (LabChip). El empleo del Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies Ltd., 
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UK), primer instrumento disponible comercialmente en el uso de esta tecnología, ofrece las 
ventajas de una mayor rapidez y automatización de los datos. Asimismo, mejora la resolución de 
los perfiles de restricción, permitiendo la visualización de fragmentos de pequeño tamaño (35-50 
pb) que no se detectan por la técnica de PCR-RFLP convencional.  
2. Técnica de PCR con cebadores específicos  
2.1.  Identificación de ciervo, gamo y corzo mediante una técnica de PCR con cebadores 
específicos  diseñados en el gen mitocondrial 12S ARNr  
La alineación y análisis informático de las secuencias nucleotídicas del fragmento 
amplificado con los cebadores conservados 12S-FW/12S-REV en todas las especies de interés, 
permitió el diseño de tres cebadores directos específicos de ciervo (12SCE-FW), gamo (12SDD-
FW) y corzo (12SCC-FW) y uno inverso común (12SCERV-REV) en el gen mitocondrial 12S 
ARNr. Las parejas de cebadores 12SCE-FW/12SCERV-REV, 12SDD-FW/12SCERV-REV y 
12SCC-FW/12SCERV-REV se utilizaron en una técnica de PCR para la amplificación de 
fragmentos de ADN específicos de 175 pb, 169 pb y 175 pb en muestras de ciervo, gamo y 
corzo, respectivamente. Los cebadores demostraron ser específicos para la especie diana, ya 
que no originaron bandas de amplificación en las especies heterólogas, ni en otras especies 
como rebeco, cabra montés, muflón, vaca, oveja, cabra, cerdo, conejo, pato, pavo, pollo, oca y 
caballo. 
2.2.  Identificación de rebeco, cabra montés y muflón/oveja mediante una técnica de PCR con 
cebadores específicos diseñados en la región mitocondrial D-loop 
Por otra parte, el estudio del alineamiento de las secuencias de la región D-loop 
obtenidas con los cebadores conservados DLOOP-FW/DLOOP-REV en todas las especies 
seleccionadas, permitió el diseño de tres parejas de cebadores para la amplificación específica 
de rebeco (RPDLOOP-FW/RPDLOOP-REV), cabra montés (PIDLOOP-FW/PIDLOOP-REV) y 
muflón/oveja (OADLOOP-FW/OADLOOPREV). Debe precisarse que debido a la elevada 
homología existente entre las secuencias D-loop de muflón y oveja, los cebadores OADLOOP-
FW/OADLOOPREV se diseñaron para amplificar una región común a ambas especies ovinas. El 
empleo de los cebadores especie-específicos en una técnica de PCR, originó fragmentos de 
ADN de 178 pb, 88 pb y 155 pb en las muestras de rebeco, cabra montés y muflón/oveja, 
respectivamente, sin producir señal de amplificación en el resto de especies analizadas.  
El límite de detección de las técnicas de PCR con cebadores específicos descritas 
(apartados 2.1 y 2.2) se determinó mediante el análisis de mezclas cárnicas binarias 
experimentales que contenían diferentes porcentajes (0,1, 1, 5, 10 y 25%) de tejido muscular de 
cada especie diana (ciervo, gamo, corzo, rebeco, cabra montés o muflón) en una matriz de 
cerdo. Todas las mezclas se analizaron crudas y tras someterse a un tratamiento térmico de 
esterilización (121 ºC, 20 minutos). El límite de detección alcanzado fue del 0,1% para todas las 
especies, no modificándose cuando se analizaron las mezclas esterilizadas.  
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3. Técnica de PCR en tiempo real  
3.1.  Detección y cuantificación de ciervo, gamo y corzo en mezclas cárnicas mediante una 
técnica de PCR en tiempo real empleando la molécula SYBR® Green  
Para llevar a cabo este objetivo, se utilizaron tres parejas de cebadores específicos que 
amplificaban fragmentos de 134 (12SCEQ-FW/12SCEQ-REV), 169 (12SDDQ-FW/12SDDQ-
REV) y 120 pb (12SCCQ-FW/12SCCQ-REV) en el gen 12S ARNr de ciervo, gamo y corzo, 
respectivamente. Como control endógeno para normalizar los valores obtenidos con los 
cebadores específicos, se emplearon cebadores universales de eucariotas 
(18SEUDIR/18SEUINV) que amplificaban un fragmento de 140 pb en el gen 18S ARNr. El 
sistema de detección utilizado fue la molécula SYBR® Green, fluorocromo inespecífico que se 
intercala entre las hebras de la doble hélice de ADN permitiendo cuantificar la producción del 
amplicón generado. El análisis de las curvas de desnaturalización térmica (curvas de melting) 
obtenidas en distintas especies animales permitió identificar los productos de PCR amplificados, 
confirmando la especificidad de los sistemas de PCR en tiempo real diseñados para ciervo, 
gamo y corzo. 
Asimismo, se procedió a la cuantificación de la presencia de ADN de ciervo, gamo y 
corzo en mezclas cárnicas binarias, crudas y esterilizadas, que contenían porcentajes del 0,1, 1, 
5, 10 y 25% de la especie diana en una matriz de cerdo. Para ello, se utilizó el método de la 
cuantificación absoluta con relación a una recta estándar obtenida a partir de los valores de Ct 
(ciclo umbral) de las mezclas cárnicas. Los resultados obtenidos en la técnica de PCR en tiempo 
real desarrollada permitieron la detección y cuantificación del ADN de las especies diana en el 
intervalo comprendido entre el 0,1-0,8% y el 25%, en función de la especie y del tratamiento 
térmico aplicado. Se obtuvieron diferentes rectas de calibrado para las mezclas crudas y para las 
esterilizadas.  
3.2.  Detección y cuantificación de rebeco y cabra montés en mezclas cárnicas mediante técnicas 
de PCR en tiempo real empleando la molécula SYBR® Green y sondas TaqMan® 
En esta parte del trabajo se describe el desarrollo de dos técnicas de PCR en tiempo real 
para la detección y cuantificación de rebeco (Rupicapra rupicapra) y cabra montés (Capra 
pyrenaica) en mezclas cárnicas. La primera aproximación emplea como sistema de detección el 
agente fluorescente SYBR® Green, mientras que la segunda utiliza sondas TaqMan® de 
hibridación específicas. 
Técnica de PCR en tiempo real empleando SYBR® Green 
Se utilizaron dos parejas de cebadores especie-específicos que amplificaron un 
fragmento de 133 pb en el gen 12S ARNr de rebeco (12RPQFW/12SRPQREV) y un fragmento 
de 88 pb en la región D-loop de cabra montés (PIDLOOPFW-PIDLOOPREV). Además, para 
normalizar los valores obtenidos en la detección específica, se empleó una pareja de cebadores 
        RESUMEN       6 
 
universales de eucariotas (18SpEUDIR/18SpEUINV) que amplificaba un fragmento de 141 pb en 
el gen 18S ARNr. La especificidad de los sistemas de PCR específicos de rebeco y cabra 
montés se confirmó mediante el estudio de las curvas de desnaturalización térmica obtenidas 
tras el análisis de los ADNs procedentes de diversas especies animales.  
El límite de detección y cuantificación del ADN tras el análisis de mezclas cárnicas 
binarias (crudas y esterilizadas) de rebeco y cabra montés estuvo comprendido entre el 0,1-0,8% 
y el 25% dependiendo de la especie diana y del tratamiento térmico aplicado a las mezclas. 
Como en el caso anterior, el tratamiento térmico influyó en las ecuaciones de cuantificación del 
ADN de la especie diana.  
Técnica de PCR en tiempo real empleando sondas TaqMan® 
Para completar y optimizar los resultados obtenidos en la técnica de PCR en tiempo real 
anteriormente descrita, se desarrolló una alternativa basada en el empleo de sondas de 
hibridación TaqMan® para la detección cuantitativa de rebeco y cabra montés en mezclas 
cárnicas. A diferencia del reactivo inespecífico SYBR® Green, las sondas TaqMan® son 
oligonucleótidos marcados con fluorocromos en los dos extremos, que hibridan específicamente 
en la secuencia del ADN diana.  
Para cuantificar la presencia de ADN de rebeco en mezclas cárnicas se utilizaron los 
cebadores 12RPQFW/12SRPQREV y la sonda TaqMan® CHAMOISTM, que permitieron la 
amplificación y detección de un fragmento específico de rebeco de 133 pb en el gen 12S ARNr. 
De forma similar, para la detección cuantitativa de cabra montés se emplearon los cebadores 
específicos de cabra montés PIDLOOPFW-PIDLOOPREV y la sonda TaqMan®  IBEXTM, que 
amplificaron un fragmento específico de cabra montés de 88 pb en la región D-loop. Como 
sistema de control endógeno para normalizar los valores obtenidos en la detección específica de 
rebeco y cabra montés, se empleó la pareja de cebadores conservados 18SpEUDIR/18SpEUINV 
y la sonda TaqMan® conservada de eucariotas 18SPROBE. El sistema endógeno amplificaba un 
fragmento conservado de 141 pb en el gen mitocondrial 18S ARNr de todas las especies 
analizadas. Los sistemas de PCR específicos de rebeco y cabra montés dieron lugar a los 
fragmentos esperados en cada especie diana, sin obtenerse señal de amplificación en el resto 
de las especies analizadas.  
El empleo de las sondas TaqMan® en la técnica de PCR en tiempo real desarrollada 
aporta ventajas frente al SYBR® Green, ya que mejora la especificidad, eficiencia, sensibilidad y 
exactitud de los ensayos. 
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Game meat is a susceptible target for fraudulent labelling due to the economic profit that 
results from selling cheaper meat as meat from more profitable and desirable species. For this 
reason, development of accurate methods for determining the animal species in raw and 
processed meats is highly needed to warrant the quality and authenticity of the meat products 
offered for sale and to verify the correct labelling of game species. 
In the last years, full attention has been turning towards application of DNA approaches 
for species identification. Among genetic techniques currently applied to meat authentication, 
polymerase chain reaction (PCR) is the most common approach due to its high power of 
sensitivity, specificity and speed. Since DNA is a relatively stable molecule, PCR technology 
allows the analysis of processed or heat-treated samples, including sterilisation. Taking into 
account these considerations, the aim of this work was to develop several PCR-based techniques 
(polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP), PCR using 
species-specific primers and real time PCR) for the detection and identification of meats from the 
following game species: red deer (Cervus elaphus), fallow deer (Dama dama), roe deer 
(Capreolus capreolus), chamois (Rupicapra rupicapra), pyrenean ibex (Capra pyrenaica), 
mouflon (Ovis ammon) and wild boar (Sus scrofa). The work is also intended to enable the 
differentiation among these game meats and those from cattle (Bos taurus), sheep (Ovis aries), 
goat (Capra hircus) and domestic swine (Sus scrofa domestica). 
1. PCR-RFLP techniques 
1.1. PCR-RFLP authentication of red deer, fallow deer, roe deer, chamois, mouflon/sheep and 
pyrenean ibex meats targeting the mitochondrial 12S rRNA gene 
The mitochondrial encoded gene for 12S rRNA was selected in this work for meat species 
identification because it has an adequate length and grade of mutation, exhibiting a typical 
mosaic structure of phylogenetically conserved and variable regions. To amplify a common DNA 
fragment from the 12S rRNA gene of all the considered species, primers 12S-FW and 12S-REV 
were designed based on sequences available in the databases for several animal species. This 
set of conserved primers produced a 712 bp amplicon on the 12S rRNA gene of red deer, fallow 
deer, roe deer, chamois, pyrenean ibex, mouflon, cattle, sheep and goat species. The information 
obtained after sequencing and restriction map analysis of the achieved 12S rRNA sequences, 
allowed the selection of suitable restriction endonucleases for the differentiation of meats from all 
analysed species by PCR-RFLP. The MseI enzyme, and the combination of MboII, BslI and ApoI 
endonucleases, facilitated unequivocal identification of the considered species, except for 
mouflon and sheep. This was due to the 100% homology observed in the 12S rRNA sequences 
of these two phylogenetically close ovine species.  
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1.2. Discrimination between mouflon and sheep by PCR-RFLP targeting the mitochondrial D-loop 
region 
To carry out the differentiation of meats from mouflon and sheep, the mitochondrial D-
loop region was selected because it has the highest substitution rate of all mitochondrial genes 
and is the most rapidly evolving region of the mitochondrial genome. Comparison of mitochondrial 
D-loop sequences available in the databases for various mammal species allowed the design of 
DLOOP-FW/DLOOP-REV conserved primer pair. This oligonucleotide set yielded a conserved 
amplicon (from 700 to 1000 bp) in chamois, pyrenean ibex, mouflon, cattle, sheep, goat and 
swine. Subsequent sequencing and alignment of the D-loop sequences obtained from various 
individuals of each species, permitted the design of MSDLOOP-FW and MSDLOOP-REV primers 
for the selective amplification of a ~370 bp D-loop fragment from mouflon and sheep meats. After 
sequencing and restriction map analysis of the 370 bp D-loop sequences achieved in mouflon 
and sheep, MaeII endonuclease was selected to discriminate both ovine species. The existing 
inter and intraspecies sequence polymorphisms observed in the target D-loop sequences gave 
rise to a single MaeII restriction profile unique to sheep, clearly differentiable from the three 
electrophoretic patterns obtained in mouflon. 
1.3. Differentiation of European wild boar and domestic swine meats by PCR analysis targeting 
the mitochondrial D-loop and the nuclear melanocortin receptor 1 (MC1R) genes 
Due to the impossibility to differentiate between European wild boar and domestic swine 
on the basis of 12S rRNA and D-loop mitochondrial markers, the polymorphic nuclear gene 
encoding for the melanocortin receptor 1 (MC1R) was targeted for this purpose. The alignment of 
MC1R sequences available in the databanks from various mammal species allowed the design of 
the primers MC1R-FW/MC1R-REV, aimed for the amplification of a 795 bp specific MC1R 
fragment in wild boar and domestic pig. Restriction maps were then obtained based on various 
wild boar and domestic pig MC1R sequences retrieved from the databases. The few nucleotide 
differences detected across Sus scrofa MC1R sequences flanked by MC1R primers, allowed the 
selection of two endonucleases, BspHI and BstUI, to carry out the discrimination. The results 
obtained after PCR-RFLP analysis of 45 individuals of each porcine subspecies with the selected 
endonucleases showed that the MC1R gene is a useful marker for distinguishing between meats 
from European wild boar and domestic swine individuals.  
1.4. Application of PCR-RFLP analysis and lab-on-a-chip capillary electrophoresis for the specific 
identification of game meats targeting the 12S rRNA gene 
The objective of this study was to adapt and improve a previously described PCR-RFLP 
technique by replacing the gel electrophoretic steps for DNA fragment analysis by a chip-based 
nucleic acid separation technology. The Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Ltd., UK) 
utilises capillary electrophoresis on a microchip device that is capable of rapidly sizing DNA 
fragments offering a valuable recent development for the analysis of complex DNA banding 
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patterns. Results obtained in this work indicated that banding resolution of the system was 
sensitive, with detection of some small DNA fragments (35-50 pb) that were not observed with the 
conventional PCR-RFLP gel-based method. Owing to its advantages, mainly fast speed, easy 
handling and automation of the obtained data, the lab-on-a-chip system has the potential to ease 
standardisation of DNA profiling between laboratories.  
2. PCR using species-specific primers 
2.1. Identification of red deer, fallow deer and roe deer by PCR amplification using species-
specific primers based on the mitochondrial 12S rRNA gene 
The information recorded after sequencing and alignment of the conserved PCR fragment 
obtained with 12S-FW/12S-REV primers in red deer, fallow deer, roe deer, chamois, pyrenean 
ibex, mouflon, cattle, sheep, goat and swine, permitted the design of specific forward primers for 
red deer (12SCE-FW), fallow deer (12SDD-FW) and roe deer (12SCC-FW), and a conserved 
reverse primer (12SCERV-REV) in the mitochondrial 12S rRNA gene. Each 12SCE-FW, 12SDD-
FW and 12SCC-FW primer, along with the conserved reverse 12SCERV-REV oligonucleotide, 
yielded specific amplicons of 175 bp, 169 bp and 175 bp from red deer, fallow deer and roe deer 
meats, respectively, allowing unequivocal identification of the three cervid species. No 
amplification signal was observed when heterologous cervid and other analysed species like 
chamois, pyrenean ibex, mouflon, cattle, sheep, goat, swine, rabbit, duck, turkey, chicken, goose 
and horse were analysed with the species-specific primers, demonstrating the high specificity of 
the PCR technique developed. 
2.2. Identification of chamois, pyrenean ibex and mouflon/sheep by PCR amplification using 
species-specific primers based on the mitochondrial D-loop region 
Detailed comparison of the D-loop sequences obtained with the DLOOP-FW/DLOOP-
REV conserved primers from all selected species, allowed the design of RPDLOOP-
FW/RPDLOOP-REV, PIDLOOP-FW/PIDLOOP-REV and OADLOOP-FW/OADLOOP-REV primer 
pairs, complementary to specific D-loop sequences from chamois, pyrenean ibex and 
mouflon/sheep meats, respectively. It should be pointed out that due to the high nucleotide 
homology displayed between mouflon and sheep, the primers OADLOOP-FW and OADLOOP-
REV had to be designed targeting a common D-loop fragment of both ovine species. The three 
species-specific oligonucleotides sets amplified successfully fragments of 178, 88 and 155 bp 
from chamois, pyrenean ibex and mouflon/sheep meats, respectively. No PCR amplification 
signal was attained when DNAs from other game and domestic species were tested, confirming 
the specificity of the designed primer pairs. 
Moreover, to determine the detection limit of the species-specific PCR assays developed 
(sections 2.1 and 2.2), amplifications were performed on series of binary muscle mixtures 
containing 0.1, 1, 5, 10, 25 and 100% of each target species (red deer, fallow deer, roe deer, 
chamois, pyrenean ibex or mouflon) in a swine meat matrix. The detection limit of the PCR 
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assays was set on 0.1% for all the species in both raw and sterilised (121ºC, 20 minutes) meat 
mixtures.  
3. Real-time PCR techniques 
3.1. Real-time PCR for detection and quantification of red deer, fallow deer and roe deer in meat 
mixtures using SYBR® Green as fluorescent dye 
To accomplish this objective, three specific primer pairs and a eukaryotic primer set 
(endogenous control) were combined in a real-time PCR method. Cervid-specific primers for red 
deer (12SCEQFW-12SCEQREV), fallow deer (12SDDQFW-12SDDQREV), and roe deer 
(12SCCQFW-12SCCQREV) amplified fragments of 134, 169, and 120 bp in the 12S rRNA gene, 
respectively. To normalise the values obtained with the specific primer pairs, an endogenous 
control primer pair based on eukaryotic 18S rRNA gene (18SEUDIR-18SEUINV) was used to 
amplify a universal DNA fragment of 140 bp. The SYBR® Green molecule, which adheres to the 
minor groove of the double-stranded DNA in a sequence-independent way, was employed as 
detection platform of the assay. The specificity of the cervid-primer pairs was verified by post-
PCR melting curve analysis of the amplification products from all the selected species 
immediately after the last reaction cycle. 
The sensitivity of the PCR assay for detection and quantification of DNA from red deer, 
fallow deer and roe deer was established through analysis of meat binary mixtures containing 
different percentages (0.1, 1, 5, 10 and 25%) of each target species in a swine meat matrix. For 
each species, a standard curve was determined with the Ct values generated from every meat 
percentage contained in the binary mixtures. Analysis of experimental raw and sterilised binary 
mixtures of red deer, fallow deer or roe deer demonstrated the suitability of the assay for the 
detection and quantification of the target cervid DNAs in the range of 0.1-0.8% and 25%, 
depending on the species and the treatment applied to the samples. Different calibration curves 
were obtained in raw and sterilised meat mixtures. 
3.2. Real-time PCR for detection and quantification of chamois and pyrenean ibex in meat 
mixtures using SYBR® Green and TaqMan® probes 
In this part of the work, two real-time PCR approaches were developed to quantify the 
amount of chamois (Rupicapra rupicapra) and pyrenean ibex (Capra pyrenaica) DNAs in raw and 
heat-treated meat mixtures. The first approach uses SYBR® Green as detection platform, 
whereas the second one employs specific TaqMan® hybridization probes. 
Real-time PCR using SYBR® Green 
Two sets of specific primers were used to amplify a fragment of 133 bp in the 12S rRNA 
gene from chamois DNA (12SRPQFW-12SRPQREV) and a fragment of 88 bp in the D-loop 
region from pyrenean ibex DNA (PIDLOOPQFW-PIDLOOPQREV). Besides, to normalise the 
values obtained with the specific primer pairs, universal eukaryotic primers 
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(18SpEUDIR/18SpEUINV), which amplified a 141 bp fragment in the 18S rRNA gene, were 
utilised as endogenous control system. Each species-specific PCR system was tested for cross-
reactivity by post-PCR melting curve analysis of DNAs obtained from different game and 
domestic meat species.  
Analysis of experimental raw and sterilised binary mixtures containing different 
percentages (0.1, 1, 5, 10 and 25%) of each target species in a swine meat matrix, demonstrated 
the suitability of the assay for the detection and quantification of the target DNAs in the range of 
0.1-0.8% and 25%, depending on the species and the treatment of the meat samples. As in the 
latest study, the heat-treatment influenced the calibration curves originated in raw and sterilised 
meat mixtures. 
Real-time PCR using TaqMan® probes 
In an effort to improve the quantitative detection of chamois and pyrenean ibex in meat 
mixtures, the species-specific and eukaryotic primer sets used in the previously described real-
time SYBR® Green PCR method were adapted to a probe-based real-time PCR format using 
TaqMan® probes. The difference feature of this method is that probe-based chemistries allow 
specific detection and quantification of the target by the use of fluorescent labelled sequence 
specific hybridization probes which will only bind to the desired sequence within the amplicon.  
The specific PCR systems were based on the amplification of a 133 bp fragment of the 
12S rRNA gene from chamois DNA (12SRPQFW-12SRPQREV) and an 88 bp fragment from the 
D-loop region of pyrenean ibex DNA (PIDLOOPQFW-PIDLOOPQREV). In this technique, two 
specific fluorescently labelled TaqMan® probes, CHAMOISTM and IBEXTM, were used in the 
corresponding PCR systems for chamois and pyrenean ibex detection, respectively. Universal 
eukaryotic primers (18SpEUDIR/18SpEUINV) were used together with the conserved TaqMan® 
probe (18SPROBE) as endogenous control to amplify a 141 bp fragment on the nuclear 18S 
rRNA gene. Each species-specific PCR system was tested for their selectivity and cross-
reactivity, showing no cross amplification with DNAs from different game and domestic meat 
species. 
Results obtained showed that the developed real-time TaqMan® assay improves the 
specificity, sensitivity, efficiency and accuracy of the system with respect to the SYBR® Green 
format for the quantification of minimal amounts of chamois and pyrenean ibex DNAs in meat. 
 CAPÍTULO  I  
EXPOSICIÓN  GENERAL  DEL  
PROBLEMA  A  INVESTIGAR  
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as crisis alimentarias ocurridas en los últimos años han demostrado que la 
identificación del origen de los alimentos es primordial para la protección de la 
salud de los consumidores. La trazabilidad facilita la retirada de alimentos y permite ofrecer a la 
población una información específica y precisa sobre los productos implicados. En el 
Reglamento CE 178/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 28 de enero de 2002, por el 
que se establecen los principios y los requisitos generales de la legislación alimentaria, se crea la 
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y se fijan procedimientos relativos a la seguridad 
alimentaria (DOCE, de 1 de febrero de 2002), se otorga una gran importancia a la trazabilidad de 
los alimentos y a los mecanismos que la hacen posible. El artículo 18 del citado reglamento 
establece que para garantizar una adecuada trazabilidad, los alimentos deberán estar 
correctamente identificados. Asimismo, los reglamentos de Higiene de los Alimentos, entre los 
que se incluyen el 852/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril de 2004 
relativo a la higiene de los productos alimenticios (DOUE, de 30 de abril de 2004), y el 853/2004 
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril de 2004, por el que se establecen normas 
específicas de higiene de los alimentos de origen animal (DOUE, de 30 de abril de 2004), 
confieren nuevamente una gran importancia a la trazabilidad de los alimentos y de los 
ingredientes alimentarios como factores clave de seguridad alimentaria.  
Garantizar la autenticidad de una materia prima o de un producto transformado es 
esencial a la hora de implantar sistemas de trazabilidad en la industria alimentaria. Para 
establecer la autenticidad de un alimento es necesario demostrar que éste se comercializa bajo 
la denominación a la que realmente corresponde, así como que contiene las materias primas y 
los porcentajes de ingredientes que se declaran en el etiquetado. La garantía de autenticidad es 
importante para los consumidores, que esperan que el producto que adquieren cumpla con lo 
establecido en su etiqueta, así como para las propias industrias y la administración, que deben 
ejercer un control sobre los productos que se elaboran y comercializan. Con el fin de mejorar la 
información de los consumidores y respetar la lealtad de las transacciones comerciales, la norma 
general de etiquetado, presentación y publicidad de los productos alimenticios (recogida en el 
Real Decreto 1334/1999, BOE, de 24 de agosto de 1999, y modificada por el Real Decreto 
2220/2004, BOE, de 27 de noviembre de 2004), establece, entre otros requisitos, la 
obligatoriedad de indicar todos los ingredientes presentes en los productos comercializados. 
Teniendo en cuenta que el etiquetado de un producto alimenticio puede no garantizar su 
contenido real, resulta indispensable disponer de técnicas analíticas rápidas que permitan la 
adecuada identificación de todos sus componentes. 
La caza tiene una importante repercusión económica y social, desde su origen como 
actividad de supervivencia ancestral para el hombre, hasta la actualidad donde se considera no 
sólo como una actividad de ocio, deporte o turismo de naturaleza, sino como una nueva rama 
ganadera (ganadería cinegética). En España, el consumo de carne de caza mayor ha 
aumentado de forma notable en los últimos años debido, en parte, al auge de las explotaciones 
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ganaderas dedicadas a la cría de especies cinegéticas. Sin embargo, los fraudes de sustitución 
de carne de caza y productos derivados son muy comunes, debido al beneficio que se obtiene 
de vender carne de especies menos valoradas por otras más demandadas y de precio superior 
(Matsunaga y col., 1998; Wolf y col., 1999; Brodmann y col., 2001; Hoffman y Wiklund., 2006). 
Este hecho, unido al aumento en las exportaciones de los productos de caza, justifica la 
necesidad de disponer de técnicas analíticas rápidas que permitan la adecuada identificación de 
la carne procedente de estas especies animales (Partis y col., 2000; Mafra y col., 2008). Las 
especies de caza mayor cuya carne se comercializa en España pertenecen a tres familias: 
cérvidos, bóvidos y suidos. Los cérvidos incluyen el ciervo (Cervus elaphus), el gamo (Dama 
dama) y el corzo (Capreolus capreolus). Entre los bóvidos destacan el rebeco (Rupicapra 
rupicapra), la cabra montés (Capra pyrenaica) y el muflón (Ovis ammon), y dentro de los suidos, 
el jabalí (Sus scrofa).  
Los métodos analíticos convencionales más utilizados en la identificación de especies 
animales en productos cárnicos incluyen diversas técnicas basadas en el análisis de las 
proteínas, como las electroforéticas (Arun y Ugur, 2000; Renon y col. 2003; Montowska y 
Pospiech, 2007), cromatográficas (Toorop y col., 1997; Chou y col., 2007), espectroscópicas 
(Kulmyrzaev y col., 2007; Núñez y De la Haba, 2007) e inmunológicas (Chen y Hsieh, 2000; 
Ayaz y col., 2006). Una de las limitaciones que presentan las técnicas electroforéticas y 
cromatográficas es que pueden generar perfiles proteicos complejos y bastante similares para 
las distintas especies animales, dificultando su correcta identificación (Vallejo y col., 2005). Por 
su parte, las técnicas espectroscópicas requieren equipos sofisticados y análisis de calibración 
exhaustivos (Núñez y De la Haba, 2007). Con relación a las técnicas inmunológicas, los 
resultados obtenidos son más sencillos de interpretar, aunque su principal problema se presenta 
cuando los productos que se analizan han sido sometidos a tratamientos térmicos que 
desnaturalizan las proteínas (Rao y col., 2008). 
Alternativamente, las técnicas genéticas y, concretamente, las basadas en la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR), constituyen una estrategia idónea para la detección e 
identificación de especies animales en los alimentos. Los métodos genéticos de identificación de 
especies presentan importantes ventajas frente a las técnicas basadas en el análisis de 
proteínas. Fundamentalmente, la pequeña cantidad de muestra requerida para el análisis, el 
mayor grado de variabilidad genética examinado y la posibilidad de analizar muestras sometidas 
a distintos tratamientos tecnológicos, incluida la esterilización. Estas propiedades han convertido 
a las técnicas de PCR en un sistema óptimo para identificar y cuantificar la presencia de una 
determinada especie animal, tanto en productos crudos, como en aquéllos sometidos a distintos 
tratamientos de procesado (Matsunaga y col., 1999; Hird y col., 2003; Lanzilao y col., 2005). Las 
técnicas de PCR convencionales son útiles para la identificación y la detección cualitativa de 
distintas especies animales en una mezcla. Sin embargo, la metodología de PCR en tiempo real 
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es más adecuada cuando se pretende cuantificar el porcentaje de incorporación de una especie 
en un producto (Laube y col., 2007; Rodríguez y col., 2005). 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, en esta tesis doctoral se plantea la utilización 
de técnicas de PCR y PCR en tiempo real para la detección e identificación de las principales 
especies de caza mayor cuyas carnes se comercializan en España: ciervo, gamo, corzo, rebeco, 
cabra montés, muflón y jabalí. Asimismo, se aborda la diferenciación de estas especies de 
carnes procedentes de especies domésticas de consumo habitual como vaca, oveja, cabra y 
cerdo. Para ello, los objetivos que se pretenden conseguir son los siguientes: 
1) Selección de marcadores genéticos adecuados. Se emplearán los genes 
mitocondriales 12S ARNr y D-loop, y el marcador nuclear que codifica para el receptor 1 
de la melanocortina (MC1R). 
2) Desarrollo de técnicas de PCR-RFLP convencional y PCR-RFLP lab-on-a-chip que 
permitan la identificación específica de carnes procedentes de todas las especies de 
interés. Para ello será necesario: 
- Amplificar por PCR los marcadores seleccionados y secuenciar los amplicones 
correspondientes a varios individuos de cada especie. 
- Analizar las secuencias nucleotídicas obtenidas y elegir endonucleasas que 
permitan, en cada caso, la obtención de perfiles de restricción especie-específicos.  
3) Desarrollo de técnicas de PCR con cebadores específicos para la identificación de 
las especies de caza mayor objeto de estudio en mezclas cárnicas crudas y sometidas a 
tratamientos térmicos. Para ello será necesario: 
- Amplificar por PCR fragmentos de ADN conservados en todas las especies 
elegidas y secuenciar los productos de PCR correspondientes a distintos individuos 
de cada especie. 
- Analizar las secuencias obtenidas y diseñar cebadores especie-específicos. 
- Emplear los cebadores diseñados en técnicas de PCR para la detección específica 
de las especies de interés en mezclas cárnicas. 
4) Desarrollo de técnicas de PCR en tiempo real para detectar y cuantificar la presencia 
de ciervo, gamo, corzo, rebeco y cabra montés en mezclas cárnicas empleando dos 
sistemas de detección diferentes: el intercalador fluorescente SYBR® Green y las sondas 
de hibridación TaqMan®.  
 
  
CAPÍTULO  II  
INTRODUCCIÓN  
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II.1. ESPECIES DE CAZA MAYOR 
El Real Decreto 1095/1989, de 8 de septiembre de 1989, recoge las especies que 
pueden ser objeto de caza en nuestro país y establece las normas para su protección (BOE, de 
12 de septiembre de 1989). Asimismo, el Real Decreto 1118/1989, de 15 de septiembre de 1989, 
incluye las especies de caza comercializables (BOE, de 19 de septiembre de 1989). Dichas 
especies se clasifican en dos grandes grupos: “caza menor”, que integra a las especies de 
tamaño igual o inferior al zorro, y “caza mayor”, para las especies de tamaño superior. 
Las principales especies de caza mayor cuya carne se comercializa en nuestro país 
pertenecen a tres familias: cérvidos, bóvidos y suidos. Los cérvidos incluyen el ciervo (Cervus 
elaphus), el gamo (Dama dama) y el corzo (Capreolus capreolus). En la familia de los bóvidos 
destaca el rebeco (Rupicapra rupicapra), la cabra montés (Capra pyrenaica) y el muflón (Ovis 
ammon) y, dentro de los suidos, el jabalí (Sus scrofa). Todos ellos pertenecen al grupo de 
ungulados salvajes artiodáctilos, que incluye especies con un número par de pezuñas en cada 
una de sus extremidades (Figura 1).  
CÉRVIDOS  
Los cérvidos son rumiantes herbívoros que habitan en Europa, Asia, América, norte de 
África y algunas zonas árticas. En esta familia se incluyen numerosas especies de tamaño muy 
variable, siendo el alce (Alces alces) el mayor, y el pudú sudamericano (Pudu puda) el más 
pequeño. Como ya se ha señalado, las especies más comunes en Europa son el ciervo, el gamo 
y el corzo. 
• El ciervo 
El ciervo común o venado (Cervus elaphus) es una especie ampliamente distribuida por 
todo el Hemisferio Norte, de la que se han documentado cerca de 30 subespecies distintas. En 
Europa se reconocen 12 subespecies de ciervos, aunque se han producido numerosos 
cruzamientos entre ellas. En España, los ciervos ibéricos están incluidos dentro de las 
subespecies C. elaphus hispanicus, circunscrito en las Marismas del Guadalquivir, y C. elaphus 
bolivari, que ocupa el resto de la península ibérica. Ambas subespecies mantienen un linaje 
genético más puro que otras poblaciones europeas debido a la dificultad para atravesar la 
escarpada orografía de la Península Ibérica (Rodríguez, 1993). 
El ciervo es un animal robusto, bien conformado y de porte majestuoso y altivo. Presenta 
un evidente dimorfismo sexual, siendo las hembras más pequeñas y menos corpulentas que los 
machos (Figura 2a). Las cuernas de los machos se renuevan cada año, y su tamaño y número 
de puntas va aumentando a medida que avanza la edad del animal. El color del pelo es 
normalmente pardo, salvo en el vientre y glúteos, donde es más blanquecino.  
   
 
          
Figura 1. Clasificación taxonómica de las principales especies animales de abasto y de caza mayor de consumo humano. 
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Los ciervos son animales sociales que forman grupos en función de su edad y sexo. Las 
hembras viven en manadas de decenas de ejemplares con sus retoños más jóvenes, mientras 
que los machos se mueven de forma solitaria o en grupos reducidos de menos de 5 individuos. 
Sólo se acercan a las hembras en la época de celo (entre agosto y septiembre), momento en 
que comienzan a mostrar sus deseos de reproducirse por medio de la berrea y luchan con otros 
machos por el control de un harén. A comienzos de verano, las ciervas preñadas paren una o 
dos crías. Los cervatos presentan una coloración rojiza con manchas y rayas blancas, que les 
ayuda a esconderse de los depredadores. A los 2 años las ciervas ya son adultas, mientras que 
los machos alcanzan la madurez a los 3 años de vida. Alrededor de los seis años, los ciervos 
completan su desarrollo corporal (Granados y col., 2001a). 
• El gamo 
El gamo común o europeo (Dama dama) es un cérvido nativo del área mediterránea. En 
la actualidad, los gamos se localizan en Europa central, las Islas Británicas y el sur de la 
Península Escandinava y Finlandia. Se han introducido también en otros países como Estados 
Unidos, Perú, Chile, Argentina, Sudáfrica, Australia y Nueva Zelanda. En España, el gamo no es 
una especie autóctona, aunque actualmente ocupa numerosas áreas pequeñas y aisladas del 
territorio peninsular como Burgos, los Montes de Toledo y la Sierra de Cazorla-Segura. 
Habitualmente, se diferenciaban dos subespecies de gamo: D. dama dama, común en 
Europa, y D. dama mesopotamica, originaria de Oriente Medio y en peligro de extinción. Sin 
embargo, recientemente, se han catalogado como dos especies distintas: D. dama y D. 
mesopotamica (Braza, 2003). 
El gamo se diferencia del ciervo común por su menor tamaño, su bello manto de pelo 
pardo-rojizo salpicado de motas blancas y sus astas palmeadas (Figura 2b). La cola se 
caracteriza por su longitud y su dorso oscuro. El pelo se vuelve más oscuro y ligeramente 
grisáceo en invierno, aunque en el vientre, glúteos y parte inferior de las patas permanece blanco 
todo el año. La hembra es más pequeña que el macho y carece de cuernos. A veces se 
encuentran algunos individuos completamente blancos (albinos), siendo rarísimos los ejemplares 
negros (melanismo). 
Al contrario que otros cérvidos de su tamaño, el gamo no forma manadas sino que vive 
en grupos familiares de menos de 10 individuos, o bien lleva una vida solitaria. Un macho se une 
a uno de estos grupos durante la época de celo, normalmente en octubre, donde es muy 
llamativo el fenómeno de la ronca del gamo. En junio las hembras preñadas paren una cría, rara 
vez dos o incluso tres. Las crías o gabatos nacen con un pelaje pardo muy oscuro y un moteado 
blanco que les sirve para mimetizarse en la naturaleza. A los seis meses empiezan a despuntar 
en el macho las protuberancias de las que saldrán las cuernas. Las hembras son fértiles a los 16 
meses de vida y los machos entre los 7 y 14 meses, aunque con mínimas posibilidades de 
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procrear hasta pasados unos años debido al control jerárquico que ejercen en el harén los 
machos adultos de 7 o más años (Braza, 2003). 
• El corzo 
El corzo europeo (Capreolus capreolus) se distribuye por la mayor parte de Europa 
oriental y central (especialmente en España, Dinamarca, Austria, Alemania y Gran Bretaña) y 
una franja de Asia central que llega hasta el Pacífico. Su gran capacidad de adaptación a todo 
tipo de hábitats, incluso islas, ha potenciado la amplia distribución de la especie, ocupando 
actualmente territorios en los que su presencia era desconocida.  
En la Península Ibérica, los principales núcleos poblacionales de corzos ocupan la 
Cordillera Cantábrica, los Pirineos y los Sistemas Ibérico y Central, zonas desde las que la 
especie se encuentra en proceso de expansión. Asimismo, se pueden encontrar reductos 
poblacionales en los Montes de Toledo, Sierra Morena, el este de Extremadura y en las sierras 
andaluzas de Jaén y Cádiz. Los estudios llevados a cabo hasta el momento (Randi y col., 2004) 
apuntan a que no existe una diferenciación clara entre los corzos ibéricos y los centroeuropeos, 
considerándose ambos tipos dentro de la subespecie nominal denominada C. capreolus 
capreolus.  
El corzo se caracteriza por su grácil y esbelto aspecto, además de por su reducido 
tamaño, siendo el cérvido más pequeño de Europa. Es de color leonado en verano y gris rojizo 
en invierno, destacando en sus cuartos traseros una amplia mancha blanca denominada escudo 
anal. En su hocico se distingue el maxilar inferior de tonalidad clara y un característico bigote 
negro (Figura 2c). Los machos adultos poseen dos cuernas pequeñas y ahorquilladas hacia la 
punta y emiten un sonido llamado “ladrido”, por su similitud al de los cánidos. 
El período de celo de los machos se prolonga cada año durante casi 6 meses (de abril a 
septiembre). La reproducción del corzo viene condicionada por el fenómeno de la diapausa 
embrionaria, por la cual el óvulo permanece flotando en el útero de la hembra desde el momento 
de la fecundación (julio-agosto) hasta principios del invierno. Es entonces cuando empieza un 
ciclo de gestación normal, produciéndose los partos a finales del mes de abril. Las crías o 
corcinos nacen con un pelaje salpicado de manchas blancas y negras que irán desapareciendo 
con la edad. Las corzas son fértiles al primer año de vida y carecen de climaterio, lo que significa 
que hasta que terminan sus días continúan pariendo (Mateos-Quesada, 2005). 
BÓVIDOS SALVAJES 
En este grupo se incluyen rumiantes herbívoros de talla media y constitución robusta y 
ágil. Su característica morfológica diferencial es la presencia de auténticos cuernos, en los que el 
núcleo óseo se recubre de un estuche córneo que acompaña al animal durante todo su ciclo 
vital.  
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Figura 2. Cérvidos salvajes: (2a) ciervo (Cervus elaphus), (2b) gamo (Dama dama) y (2c) corzo 
(Capreolus capreolus). 
2b 
2c 
2a 
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En Europa, se consume carne de las siguientes especies: rebeco (Rupicapra rupicapra), 
cabra montés (Capra pyrenaica) y muflón (Ovis ammon).  
• El rebeco 
El rebeco (Rupicapra rupicapra) es un animal de gran potencia física y excelente agilidad 
para deambular por terrenos escarpados. Las cuernas, presentes tanto en machos como en 
hembras, nacen hacia arriba y se curvan fuertemente hacia atrás como un par de ganchos. Las 
pezuñas del rebeco son finas y altamente versátiles para poder subir por las rocas y el hielo. Su 
manto es denso y marrón oscuro en invierno, aclarándose durante el verano. Como 
particularidad (Figura 3a), destaca una mancha clara en la zona del ano y las carrilladas son 
blancas.  
Los rebecos son típicos del piso subalpino. Los grupos de rebecos están formados por 
machos o por hembras con sus crías. Durante la época de celo (de octubre a noviembre) los 
grupos de machos se unen a los de hembras surgiendo entonces fuertes enfrentamientos entre 
los primeros, que luchan cabeza contra cabeza por el derecho a reproducirse. La gestación dura 
alrededor de 20 semanas, al término de las cuales nace una sola cría. Ésta se destetará a los 
dos meses y alcanzará la madurez sexual entre los 2 y 4 años (Hansen-Catta y col., 2002).  
La especie Rupicapra rupicapra está presente en zonas montañosas de Europa como los 
Cárpatos, los Alpes y el Cáucaso, además de en los Balcanes, Eslovaquia y Turquía. 
Actualmente, se reconocen diez subespecies que coinciden más o menos con los macizos 
montañosos que ocupan: R. rupicapra asiatica (Turquía), R. rupicapra cartusiana (Macizo de 
Chartreuse, en Francia), R. rupicapra caucasica (Cáucaso), R. rupicapra rupicapra (Alpes), R. 
rupicapra carpatica (Cárpatos), R. rupicapra ornata (Apeninos), R. rupicapra balcanica 
(Balcanes) y R. rupicapra tatrica (Montes Tatra, en Eslovaquia y Polonia). En la Península Ibérica 
destacan dos subespecies, R. rupicapra pyrenaica (Pirineos) y R. rupicapra parva (Cordillera 
Cantábrica).  
• La cabra montés 
La cabra montés (Capra pyrenaica) es una especie única en el mundo, propia de la 
Península Ibérica. Al igual que otros bóvidos, presenta un fuerte dimorfismo sexual. Los machos 
adultos tienen una cara más alargada y la típica barba de chivo oscura bajo la mandíbula. Las 
hembras son mucho más pequeñas, se asemejan a una cabra doméstica y sus cuernos son 
cortos. Los cuernos de los machos, en cambio, son notablemente gruesos y pueden llegar a ser 
el triple de largos que los de las hembras (Figura 3b). El color y longitud del pelaje varía según 
las subespecies y la época del año, tornándose más largo y grisáceo en invierno. Las pezuñas 
de la cabra montés presentan la superficie interna antideslizante y los extremos duros y agudos, 
características que les permiten desplazarse por paredes rocosas de enorme verticalidad. 
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La cabra montés es un animal sociable, cuya manada puede estar constituida por 
machos adultos, hembras con sus crías o ejemplares jóvenes de ambos sexos. Los machos y las 
hembras adultas se reúnen en la época de celo, en los meses de noviembre y diciembre, durante 
la cual tienen lugar duros combates entre los machos contendientes. Las crías (una por parto) 
nacen todas en mayo. La hembra llega a la madurez sexual a los 18 ó 24 meses, pudiendo parir 
anualmente hasta que alcanzan los 10 ó 12 años de edad. Los machos son fecundos a los 2 
años aunque con pocas posibilidades de copular hasta los seis.  
En la Península Ibérica se han descrito cuatro subespecies de cabra montés (Granados y 
col., 2001b) que se diferencian por la distribución de las manchas negras del pelaje de los 
machos y la longitud y sección transversal de la cornamenta. La C. pyrenaica lusitanica y la C. 
pyrenaica pyrenaica (Bucardo), ya extinguidas, ocupaban las montañas fronterizas entre Galicia 
y Portugal y los Pirineos franceses y españoles, respectivamente. Actualmente, únicamente se 
encuentran dos subespecies en nuestro territorio: la C. pyrenaica hispanica, distribuida de forma 
heterogénea por las cordilleras cercanas al Mar Mediterráneo, con mayor concentración en 
Sierra Nevada, y la C. pyrenaica victoriae, que aparece de forma desigual en las cordilleras del 
centro y norte de España, situándose su principal población en la Sierra de Gredos.  
• El muflón  
El muflón (Ovis ammon) es, según todos los indicios, el ancestro de la actual oveja 
doméstica (Ovis aries), por lo que ambas especies comparten numerosas características 
morfológicas y filogenéticas (Hiendleder y col., 1998; 2002). 
Son animales bastante grandes, semejantes a una oveja doméstica estilizada, de patas y 
cuello proporcionalmente más largos. La lana es mucho más corta y de color pardo oscuro, 
volviéndose con el tiempo blanquecina en morro, ojos, mitad inferior de las patas, glúteos y 
vientre. Los machos son más grandes y robustos que las hembras y están dotados de grandes 
cuernos que se curvan a ambos lados de la cabeza (Figura 3c). Las hembras, en cambio, no 
presentan cuernos o son de escasa longitud. Los machos tienen un pelaje largo en el cuello, 
pecho y parte anterior de las patas delanteras y se caracterizan por presentar una mancha 
blanquecina en la zona lateral del lomo denominada "silla de montar", que en las hembras es 
menos patente. El escudo anal está bien marcado y la cola es negra y corta (Cassinello, 2003).  
Como ocurre con la mayoría de las ovejas salvajes, el muflón suele localizarse tanto en 
zonas montañosas como en áreas rocosas y pedregosas situadas a 1.000-1.500 metros de 
altitud. Es una especie social donde cada individuo dentro de la manada posee un estatus 
jerárquico relacionado con edad, fortaleza y experiencia reproductiva. Los rebaños suelen ser 
mixtos y relativamente grandes en comparación con otras especies de ungulados, aunque la 
agrupación varía en número dependiendo de varios factores, como la estación del año o la 
disponibilidad de alimento. En el periodo de celo y gestación (de noviembre a marzo) el tamaño 
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Figura 3. Bóvidos salvajes: (3a) rebeco (Rupicapra rupicapra), (3b) cabra montés (Capra 
pyrenaica) y (3c) muflón (Ovis ammon).  
3c 
3a 3b 
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medio de los grupos oscila entre 10-12 individuos, aunque se pueden localizar grupos de hasta 
30. Las hembras de muflón no se reproducen hasta que tienen 2-3 años de edad, mientras que 
los machos no suelen aparearse hasta que no alcanzan los 5-7 años, momento en el que ya han 
obtenido suficiente estatus social. 
Los animales que constituyen el género Ovis forman parte de poblaciones muy 
polimorfas y su clasificación taxonómica es heterogénea y confusa, especialmente en el caso del 
muflón europeo (Ovis ammon). Basándose en criterios genéticos, morfológicos, osteológicos y 
geográficos, se han considerado dos especies de muflones (Pfeffer, 1967): Ovis canadienses, 
localizada en las montañas del noreste de Siberia y Norteamérica (de Alaska hasta el norte de 
México) y Ovis ammon, originaria de las islas de Córcega, Cerdeña y Chipre. Esta última 
presenta una gran variabilidad individual como consecuencia de su amplia distribución, ya que 
además de Europa, se extiende por las montañas del Asia central, oeste de China y el Himalaya, 
hasta Irán y Asia Menor. Así, la especie Ovis ammon está integrada por siete subespecies: Ovis 
ammon musimon (muflón europeo), Ovis ammon gmelini (muflón de Asia Menor), Ovis ammon 
orientalis (muflón de Afganistán), Ovis ammon poloi (muflón de las montañas de Asia central), 
Ovis ammon ammon (muflón de Rusia y Mongolia), Ovis ammon kozlovi (muflón del Gobi 
meridional) y Ovis ammon hodgsoni (muflón del Tíbet). 
Los primeros ejemplares de muflón traídos a la Península Ibérica procedían de Córcega y 
se soltaron en el Coto Nacional de Cazorla en 1953. Desde entonces, esta especie se ha 
utilizado para repoblar numerosos cotos y reservas nacionales, destacando su presencia en 
Cuenca, los Montes de Toledo, Sierra Morena, Extremadura y Tarragona.  
SUIDOS SALVAJES 
• El jabalí 
El jabalí (Sus scrofa) pertenece a la familia de los suidos, dentro de la misma especie 
que el cerdo doméstico (Sus scrofa domestica) (Giuffra y col., 2000). Presenta un aspecto 
compacto y está provisto de una cabeza grande y alargada en la que destacan unos ojos muy 
pequeños. El cuello del jabalí es grueso, las patas muy cortas y los cuartos delanteros están más 
desarrollados que los traseros, a diferencia del cerdo doméstico que tiene más desarrollada la 
parte posterior de su cuerpo donde se localizan las piezas de mayor valor comercial (Figura 4). 
El cuerpo del jabalí está recubierto por un manto cerdoso de color castaño oscuro. Las crías 
(jabatos o rayones) tienen un pelaje beige con rayas negras longitudinales de la cabeza a la 
cola, que desaparecen a lo largo de los primeros meses de vida. Su pelo se oscurece con el 
tiempo, pasando del rojo en los primeros meses de vida (bermejos), al marrón y negro en los 
ejemplares adultos. Los machos de jabalí desarrollan unos llamativos dientes caninos cuyo 
examen determina la edad del ejemplar. 
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Figura 4. Suidos salvajes y domésticos: (4a) jabalí (Sus scrofa) y (4b) cerdo doméstico (Sus scrofa 
domestica). 
4a 
4b 
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Durante el período de celo (de noviembre a enero) el jabalí macho busca hembras 
receptivas de un modo tan activo que a veces llega a olvidarse de su propia alimentación. En 
caso necesario, lucha contra sus rivales para conquistar a las hembras, generalmente dos o tres, 
pero en ocasiones hasta ocho. Normalmente todas las hembras tienen el celo de forma 
sincronizada. Tras cuatro meses de gestación, la jabalina pare de cuatro a siete jabatos. Las 
crías abandonan el lecho del nido a la semana de edad, se destetan alrededor de los dos meses 
y alcanzan la madurez sexual sobre los ocho o diez meses. 
Las investigaciones más recientes sugieren que hay 17 subespecies dentro de la especie 
de jabalí más abundante, Sus scrofa. Tres de ellas incluyen ejemplares localizados en diferentes 
zonas de nuestro país: a) S. scrofa scrofa, con una distribución que abarca desde el centro de la 
Península Ibérica hasta el norte de Europa, con Polonia, República Checa, Eslovaquia, Hungría 
y Rumania como límites septentrionales; b) S. scrofa meridionalis localizado en Andalucía, 
además de las islas de Córcega y Cerdeña; y c) S. scrofa algira presente en Túnez, Argelia, 
Marruecos y los territorios españoles del norte de África. Actualmente, el jabalí es el ungulado 
más abundante y extendido de la Península Ibérica, apareciendo la mayor concentración de 
animales en la zona sur de España (Rosell y col., 2001). 
II.2. CARNE Y PRODUCTOS CÁRNICOS PROCEDENTES DE ESPECIES DE CAZA 
MAYOR 
El creciente interés de los consumidores por mantener una dieta sana con un menor 
aporte calórico ha aumentado la demanda de carnes de caza, cuya composición y propiedades 
las convierten en una alternativa saludable a las carnes que proceden de animales de abasto. 
Hay que señalar que bajo la denominación genérica de “carne de caza” se diferencian dos 
grupos, la carne de caza silvestre y la carne de caza de granja. La primera procede de las 
especies cinegéticas que se mantienen en condiciones no domésticas, siendo objeto 
primordialmente de caza deportiva, aunque posteriormente su carne pueda ser comercializada y 
consumida. La carne de caza de granja es la que proviene de aquellas especies sometidas a una 
producción controlada, equiparable a la de los animales domésticos, cuya explotación se 
desarrolla bajo dos vertientes. Por un lado, como fuente directa de carne y otros productos que 
siguen los circuitos comerciales convencionales y, por otro, como sistemas de repoblación de 
estaciones naturales y cinegéticas, pudiendo ser posteriormente objeto de caza deportiva. 
La composición nutritiva de la carne de caza mayor es muy variable dependiendo de 
factores como la especie, edad, sexo, origen y tipo de alimentación de los animales. No 
obstante, posee una serie de características comunes que la distinguen de la carne procedente 
de animales de abasto de consumo habitual: a) contiene menos grasa intramuscular, con una 
mayor proporción de ácidos grasos insaturados y generalmente un menor contenido de 
colesterol; b) presenta un mayor porcentaje de proteínas de alto valor biológico; y c) tiene un 
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elevado contenido en hierro, cobre, calcio y fósforo (Figura 5). Por otro lado, la carne de caza 
mayor carece de residuos procedentes de hormonas, antibióticos y otros fármacos que se 
utilizan con mayor frecuencia en los animales de abasto (Zomborszky y col., 1996; Hoffman y 
Wiklund, 2006).  
La carne de caza mayor presenta, por lo general, un sabor intenso y un color rojo más 
oscuro que la carne procedente de especies domésticas. Además, posee un típico olor “a caza”, 
definido por la combinación de olor a campo y olor sexual. En cuanto a la textura, es 
habitualmente menos tierna que la de los animales domésticos, aumentando su dureza con la 
edad del animal. La crianza en granjas de las especies de caza mayor permite obtener un 
producto más homogéneo y de textura más tierna. Sin embargo, el sabor de su carne es menos 
intenso debido a la alimentación controlada que reciben estos animales (Aidoo y Haworth, 1995). 
De todas las carnes de caza, la de ciervo, es sin duda, la más consumida en el mundo. 
La carne de ciervo se considera una delicatessen y ofrece una opción dietética novedosa y 
saludable con perspectivas de creciente demanda en el mercado internacional. En España, la 
mayor parte de la carne de cérvidos que se consume procede de animales salvajes abatidos en 
monterías.  
En cuanto a la carne de jabalí, hay que decir que posee unos atributos claramente 
diferentes a la del cerdo doméstico, a pesar de proceder ambas de la misma especie animal. Es 
una carne magra y proteica (Figura 5), con un menor contenido graso y una fracción de ácidos 
grasos poliinsaturados más elevada. Presenta un color rojo más oscuro y un sabor característico 
más intenso que la carne de cerdo (Marchiori y De Felício, 2003). Al igual que los cérvidos, la 
mayor parte de la carne de jabalí que se consume en nuestro país procede de animales 
silvestres. 
Debido a que el jabalí es el ancestro del cerdo doméstico (Giuffra y col., 2000), ambas 
subespecies se pueden cruzar dando lugar a individuos mestizos o híbridos. Los animales 
obtenidos como resultado de estos cruces se pueden asemejar en apariencia al jabalí puro, pero 
su carne tiene un mayor contenido de grasa y colesterol (De Caro y Vieites, 2001).  
Las carnes procedentes de bóvidos salvajes como el rebeco, el muflón y la cabra montés 
se consumen considerablemente menos que las de cérvidos y jabalí. Presentan una textura más 
dura y un sabor generalmente más fuerte. La más apreciada es la carne de muflón, ya que la 
obtenida de individuos jóvenes recuerda a la de oveja (Walter y col., 2004). 
II.2.1. PRODUCCIÓN Y COMERCIALIZACIÓN 
Los últimos datos disponibles en el Anuario de Estadística Agroalimentaria del Ministerio 
de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino (Tabla 1) muestran un destacado aumento de las 
capturas de ciervo y jabalí, cuadruplicándose prácticamente entre los años 1986 y 2002.
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Figura 5. Valor nutritivo de 100 gr de carne magra procedente de especies de caza mayor y 
de abasto. Fuente: Walter y col., 2004; Moreiras y col., 2008 
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Por su parte, las capturas que aparecen en el epígrafe de la tabla denominado Otra Caza Mayor, 
que incluiría las especies de gamo, corzo, rebeco, cabra montés y muflón, se han multiplicado 
por seis en el periodo 1986-2002. Hay que mencionar que en esta apreciación no se ha incluido 
el año 2003 ya que se considera un periodo atípico, aunque sí se muestra en la tabla. 
Las Figuras 6 y 7 ofrecen una visión global de los datos incluidos en la Tabla 1. En ellas 
se muestra cómo el número total de capturas procedentes de especies de caza mayor se ha 
multiplicado por cuatro (Figura 6) y los ingresos totales obtenidos por valor de las piezas 
cobradas han aumentado casi seis veces (Figura 7) durante los años 1986 y 2002.  
Según los datos más recientes recabados por el Ministerio de Medio Ambiente y Medio 
Rural y Marino, las Comunidades Autónomas españolas donde se capturó un mayor número de 
animales y se registraron mayores ingresos durante los años 2002 y 2003 fueron Andalucía, 
Castilla-La Mancha, Extremadura y Castilla León (Figura 8) (MAPA, 2004). 
A estos datos, que corresponden a los animales abatidos en monterías, habría que 
sumar los procedentes de las explotaciones ganaderas de especies como ciervo, gamo y jabalí, 
cuya producción está fundamentalmente destinada al consumo de carne.  
Hay que señalar que en comparación con otros sectores productivos, el sector de la 
carne de caza de granja se caracteriza por la escasez de datos concretos y contrastados sobre 
producción y comercialización. No obstante, se puede afirmar que gracias al reciente desarrollo 
de técnicas de manejo de cérvidos y jabalíes, es factible la explotación intensiva en granja de 
estas especies. Ello ha permitido la comercialización de productos de elevada calidad que gozan 
de gran demanda en el mercado internacional. Como ya se ha mencionado, la carne de caza 
procedente de explotaciones intensivas posee unas características propias y distintas de 
aquéllas que proceden de animales salvajes, constituyendo una alternativa rentable a la 
ganadería tradicional (Bertolini y col., 2005).  
En Europa, los principales países productores de carne de caza mayor se localizan en 
Polonia, Austria, Hungría, Eslovenia, Reino Unido y, en menor medida, Alemania y Francia. 
Fuera de Europa, los principales productores son Nueva Zelanda, Australia, Estados Unidos, 
Canadá, Argentina y Chile. 
• Producción de carne de cérvidos 
El ciervo es la especie de caza mayor que cuenta con un mayor número de granjas en el 
mundo, dado que es un animal de fácil manejo que se adapta bien a todo tipo de hábitats. La 
producción de ciervo es perfectamente compatible con otros tipos de ganado y, aunque es más 
frecuente su cría en sistemas extensivos, no tiene dificultad en incorporar prácticas intensivas. 
Los gamos también se crían en diferentes partes de Europa, Nueva Zelanda y Australia. En 
cuanto al corzo, las granjas existentes sólo tienen finalidad cinegética, ya que son animales de  
  
Tabla 1. Datos de capturas e ingresos económicos de la caza mayor 
 1986 1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2003 
Nº CAPTURAS (miles) 18 29 27 34 48 61 47 43 70 60 
C
I
E
R
V
O
 
INGRESOS (millones de €)  6,5 11,1 11,6 21,2 21,4 25,4 22,5 18,4 32,9 31,6 
Nº CAPTURAS (miles) 35 38 50 69 92 81 115 113 122 119 
J
A
B
A
L
í
 
INGRESOS (millones de €) 4,7 5,7 7,2 11,5 17,6 17,9 17,1 18,3 19,3 15,7 
Nº CAPTURAS (miles) 3,8 4,2 5,3 8,3 10,9 14,2 15,4 21,5 23,5 29,8 
O
T
R
A
 
C
A
Z
A
 
M
A
Y
O
R
 
INGRESOS (millones de €) 0,9 1,3 1,9 4,6 10,3 6,0 6,3 5,8 4,7 5,4 
TOTAL INGRESOS  
CAZA MAYOR (millones de €) 
12 18 21 37 49 49 46 43 57 53 
 
 Fuente: Anuario de Estadística Agroalimentaria (MAPA, 2004) 
  
Figura 6. Número total de capturas de especies de caza mayor durante el periodo 1986-2003 (MAPA, 2004). 
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Figura 7. Ingresos totales de caza mayor (miles de €) durante el periodo 1986-2003 (MAPA, 2004). 
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Figura 8. Capturas e ingresos por piezas cobradas registradas en España durante los años 2002 y 
2003. Fuente: Anuario de Estadística Agroalimentaria (MAPA, 2004) 
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manejo difícil debido a su comportamiento alimenticio selectivo. 
La cría de cérvidos en granjas para la producción de carne tiene su origen a principios de 
1970 en Nueva Zelanda, desde donde comienzan las exportaciones hacia Europa occidental. 
Los principales países europeos pioneros en la comercialización de carne de ciervo son 
Alemania y Escocia (Fletcher, 1997; Hoffman y Wiklund, 2006). 
Actualmente, el principal país productor de carne de cérvidos es Nueva Zelanda, seguido 
por Estados Unidos, Australia, Canadá y Reino Unido. Los países con mayores volúmenes de 
importación son Alemania, Francia, Suiza, Bélgica, Estados Unidos y algunos países asiáticos 
(Figura 9). Nueva Zelanda posee la mitad del total de cérvidos de cría del mundo (1,8 millones 
de cabezas) predominando la explotación del ciervo común (85%), “wapiti” (Cervus canadensis) 
y gamo (Tabla 2). Más del 90% de los productos de ciervo obtenidos en este país se exportan a 
Escandinavia y a Europa occidental, principalmente Alemania (Theunissen y Valentine, 2003). 
Por otra parte, en Estados Unidos se estima que hay unos 250.000 ejemplares de cérvidos, 
incluyendo el ciervo axis (Axis axis) (34%), el gamo (24%), el ciervo común (13%), el ciervo de 
cola blanca (Odocoileus virginianus) (15%) y el “wapiti” (4%). La cabaña de cérvidos de Australia 
cuenta con unas 200.000 cabezas, en su mayoría gamos (49%) y ciervos comunes (39%). Al 
menos el 85% de toda la carne de venado producida en Australia es exportada, principalmente, a 
Europa. En Canadá, hoy en día, existen unos 162.000 animales, de los cuales la especie más 
abundante es el “wapiti” (57%), seguida del gamo (15%) y el ciervo de cola blanca (13%). Dicho 
país puede llegar a ser líder mundial de producción de carne de venado, ya que al igual que 
Nueva Zelanda goza de grandes extensiones de pastos idóneos para este fin (Hoffman y 
Wilkund, 2006). 
En Europa, la situación de las granjas de cérvidos es variable según los países. Alemania 
es el mercado importador de carne de ciervo más importante del mundo y es el primer 
consumidor de carne de caza mayor en Europa. Este país importa unas 20.000 toneladas de 
carne de venado anuales, de las cuales el 80% proviene de Nueva Zelanda. Las explotaciones 
de cérvidos de Alemania cuentan con una producción dedicada, en su mayoría, a la cría de 
gamos. Reino Unido tiene una producción de carne de ciervo estable, a pesar de la crisis 
existente en otros sectores cárnicos. Particularmente en Escocia, casi todos los animales criados 
en granja son ciervos escoceses (Cervus elaphus scoticus), mientras que en Inglaterra se cría 
mayoritariamente el ciervo común (77%) y el resto son gamos (23%) (Rose, 2001). En Francia e 
Irlanda, muchas explotaciones de carne de cérvidos están desapareciendo ya que el volumen de 
producción es superior a la demanda del mercado. Sin embargo, en los países del norte de 
Europa (Suecia, Noruega, Finlandia y Bélgica) y del este (Hungría, Polonia y Croacia) el número 
de granjas dedicadas a la producción de carne de cérvidos está experimentando un paulatino 
incremento (Konjevic, 2007). 
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Figura 9. Principales países productores (rojo) y consumidores (verde) de carne de cérvidos del 
mundo. 
Tabla 2. Principales países productores de carne de cérvidos 
País Nº estimado de granjas Nº estimado de cabezas  
Nueva Zelanda 4.320 1,84 millones 
Estados unidos ─ 250.000 
Australia 1.200 200.000 
Canadá 1.700 162.000 
Fuente: Theunissen y Valentine, 2003; Hoffman y Wiklund, 2006 
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Por lo que respecta a España, aunque la mayor parte de la carne que se consume 
procede de animales abatidos en monterías, en los últimos años han surgido algunas 
explotaciones dedicadas a la cría de especies cinegéticas con el único fin de comercializar su 
carne. Hasta donde llega nuestra información, existen actualmente dos explotaciones de carne 
de venado en nuestro país, cuyo modelo de producción se asemeja al de países como Nueva 
Zelanda. Dichas granjas están situadas en Segovia y Teruel, donde se crían ciervos de las 
subespecies escocesa (Cervus elaphus scoticus) y centroeuropea (Cervus elaphus germanicus). 
Las explotaciones españolas cuentan con alrededor de 200 ciervos que producen, 
aproximadamente, 12.000 kg de carne al año. La creciente demanda de carne de cérvidos en 
nuestro país, indica que este tipo de granjas puede suponer una alternativa a la ganadería 
tradicional (Cortijo, 2003; Rodríguez y col., 2004). 
• Producción de carne de jabalí 
Como en el caso del ciervo, el jabalí es una especie idónea para su cría en explotaciones 
de tipo ganadero debido a su gran resistencia a las enfermedades, así como a sus menores 
necesidades alimenticias y mejor índice de conversión que el cerdo doméstico (Bertolini y col., 
2005). La mayoría de las granjas de jabalíes existentes en el mundo están destinadas a la 
repoblación de cotos de caza. 
La cría de jabalí europeo (Sus scrofa scrofa) se puede establecer básicamente en dos 
tipos de sistemas. Uno de ellos corresponde a la producción extensiva, que simula las 
condiciones del ambiente natural del animal y, el otro, consiste en un sistema semi-intensivo 
semejante al de producción al aire libre, que intenta compatibilizar las características propias del 
animal con unos márgenes superiores de producción gracias a la suplementación alimenticia y al 
manejo dirigido de los animales. Este tipo de cría empezó a desarrollarse en los años 80 y está 
afianzada en países como Canadá y Chile. En la Comunidad Europea, existe un mercado 
establecido desde hace ya algunas décadas con una demanda constante de carne de jabalí. 
Inglaterra, Francia e Italia, destinan la explotación del jabalí a la producción de carne, mientras 
que las granjas ubicadas en Alemania y España tienen fines cinegéticos. En los últimos años, 
Portugal también ha implantado granjas para comercializar carne de jabalí (Vieites y col., 2003). 
En relación al comercio exterior, Australia, Estados Unidos y Europa son importantes 
exportadores de carne de jabalí. Australia tiene una población estimada entre 7 y 9 millones de 
cabezas, con un rendimiento anual que oscila entre 500.000 y 1,5 millones de kg de carne. 
Europa, además, importa cerca de 3.000 toneladas de carne de jabalí anualmente. 
Una práctica que se realiza con cierta frecuencia en los sistemas de producción porcina, 
es el cruzamiento intencionado de jabalíes con hembras de cerdo doméstico con el fin de 
conseguir un mayor nivel productivo (ganancia de peso, índice de conversión, fertilidad y tamaño 
de camada). En estos casos, la camada resultante de mestizos manifiesta las características 
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fenotípicas del jabalí puro, cuya carne tiene menos grasa y colesterol que la de los híbridos. La 
comercialización de carne procedente de estas crías como jabalíes puros constituye un fraude 
económico (De Caro y Vieites, 2001).  
• Situación del mercado de la carne de caza mayor  
Según datos disponibles en el Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, la 
carne y productos cárnicos se sitúan entre los grupos de alimentos de mayor consumo en 
España, representando un 21,4% del gasto total en alimentación en 2005 (16.688 millones de 
euros) (Figura 10). De acuerdo a esta misma fuente, el consumo de carne en nuestro país se ha 
mantenido estable en los últimos años registrados en el Libro de la Alimentación Española 
(2000-2005), con valores que se acercan a los 66 kg por persona y año. No obstante, el 
consumo de carnes de especies de caza mayor, que se incluirían en el apartado de “otras 
carnes”, se ha incrementado en un 5% durante dicho periodo (Tabla 3) (MAPA, 2005).  
Los únicos datos disponibles sobre la cotización de las carnes de especies cinegéticas 
(ciervo, gamo, muflón y jabalí) son los que se establecen en las sesiones anuales celebradas en 
la Lonja Agropecuaria de Ciudad Real. Estas sesiones suponen una referencia para todo el 
territorio nacional, ya que reúnen a productores y compradores de todas las comunidades 
autónomas. Como se observa en la Tabla 4, el precio de las carnes de caza mayor ha sufrido un 
aumento en los últimos años. La carne más cotizada es la de ciervo, seguida en orden 
decreciente por la de gamo, jabalí y muflón. No obstante, hay que señalar que el valor de la 
carne procedente de animales silvestres es todavía muy inferior al de la obtenida en las granjas 
de cría (Rodríguez y col., 2004).  
En los últimos años, la Oficina Nacional de la Caza (ONC) ha puesto en marcha el 
proyecto denominado “Buenas Prácticas en el Manejo y Tratamiento de la Carne de Caza 
Silvestre”. Este plan cuenta con la colaboración de un amplio abanico de sectores (cazadores, 
veterinarios, empresas cárnicas, hostelería, etc.) y sus objetivos consisten en potenciar el 
adecuado cumplimiento de las normas higiénico-sanitarias que afectan a la cadena productiva y 
fomentar el consumo de la carne de caza entre la población española. 
Finalmente, cabe señalar que aunque la mayoría de la carne procedente de especies de 
caza mayor se exporta y comercializa congelada y envasada al vacío, la industria cárnica ofrece 
numerosas posibilidades de elaboración de una amplia gama de productos entre los que 
destacan patés, hamburguesas, jamones curados, escabeches, estofados, embutidos (crudos 
curados o cocidos), etc. (Tablas 5 y 6). De ellos, los embutidos crudos curados, elaborados 
principalmente a partir de carne de ciervo y jabalí, entre otros ingredientes, son los productos de 
caza mayor más demandados por el consumidor (Cooper, 2002; Bertolini y col., 2005). 
  
 Figura 10. Distribución del gasto en alimentación en España durante el año 2005.  
Fuente: Libro de la Alimentación Española (MAPA, 2005) 
21,40%
19,70% 
13,40%13,30%
10,70% 
6,20% 
5,80% 
3,80%
3,10%
2,60%
2,30%
Carne
Resto
Patatas/Frutas/Hortalizas frescas
Pesca
Leche y derivados
Pan
Bebidas no alcohólicas
Vino
Bollería/Pastelería
Aceite
Platos preparados
     II. INTRODUCCIÓN       40 
 
Fuente: Libro de la Alimentación Española (MAPA, 2005) 
Tabla 3. Evolución del consumo de carnes en España 
2000 2005 
PRODUCTO 
 kg/cápita    kg/cápita   
CARNES FRESCAS   48,6 49,1 
Pollo   16,7 16,1 
Cerdo   13,3 13,5 
Vacuno   9,8 10,2 
Ovino y caprino   3,4 3,2 
Conejo   1,8 1,7 
Otras carnes   2,5 3,1 
CARNES TRANSFORMADAS   15,8 14,9 
CARNES CONGELADAS   1,2 1,8 
TOTAL CARNES   65,5  65,9 
 
  
Fuente: Lonja Agropecuaria de Ciudad Real (2008) 
Tabla 4. Cotización en lonja de la carne de caza mayor (€/kg ) en los últimos años 
 
2001 2002 2005 2006 2007 2008 
Ciervo 1,05-1,15  1,30  1,20-1,25  1,10 - 1,20  1,90 - 2,00  2,00-2,3  
Gamo 0,95-1,05  0,95-1,05  1,00  0,80 - 0,90  1,60 - 1,70  1,70 - 1,90  
Jabalí 3  1,20  1,10-1,15  1,00 - 1,10  1,20 - 1,30  0,90-1,10  
Muflón 0,40  0,40  0,40  0,40  0,40  0,40  
 
Año
Especies 
      II. INTRODUCCIÓN       42 
 
 
Tabla 5. Selección de los principales productos comercializables crudos elaborados 
con carne de caza mayor 
Producto Especie Ejemplo de presentación 
CARNE FRESCA 
O CONGELADA 
ENVASADA AL 
VACÍO 
Ciervo, 
gamo, corzo, 
jabalí, muflón 
  
CECINA 
Ciervo, 
corzo, 
rebeco, cabra 
montés, 
jabalí 
 
 
 
 
CHORIZO Ciervo, jabalí 
 
 
EM
B
U
TI
D
O
S 
C
R
U
D
O
S 
C
U
R
A
D
O
S 
SALCHICHÓN Ciervo, jabalí 
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Tabla 6. Selección de los principales productos comercializables tratados 
térmicamente elaborados con carne de caza mayor 
Producto Especie Ejemplo de presentación 
JAMÓN 
FILETEADO 
Y AHUMADO 
Ciervo, jabalí 
 
CARNE 
AHUMADA Ciervo, jabalí 
 
ESTOFADO Ciervo, corzo, jabalí 
 
 
EN 
ESCABECHE 
O ACEITE 
DE OLIVA 
Ciervo, jabalí 
 
PATÉ Ciervo, corzo, jabalí 
 
 
TR
A
TA
D
O
S 
TÉ
R
M
IC
A
M
EN
TE
 
OTRAS 
CONSERVAS 
Ciervo, 
corzo, 
rebeco, jabalí 
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II.3. TÉCNICAS DE IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES DE CAZA MAYOR EN CARNE Y 
PRODUCTOS CÁRNICOS 
En el sector de las carnes de caza, los fraudes de sustitución son muy comunes debido 
al beneficio que se obtiene al vender las especies más valoradas por otras de precio inferior 
(Matsunaga y col., 1998; Brodmann y col., 2001). Por ello, la puesta a punto de métodos de 
análisis eficaces, rápidos y baratos que permitan identificar la especie animal de procedencia en 
estos productos, permitiría prevenir posibles fraudes y ofrecer una mayor protección a las 
empresas de importación y exportación, industrias de transformación y consumidores (Pascal y 
Mahé, 2001; Teletchea y col., 2005). 
Las técnicas utilizadas para la identificación de especies animales se pueden dividir en 
dos grandes grupos: aquéllas basadas en el análisis de proteínas y las que se centran en el 
análisis del ADN o técnicas genéticas (Ulberth, 2004; Swägele, 2005). Si bien los métodos 
basados en el análisis de proteínas han sido los más utilizados, los grandes avances que se han 
producido en los últimos años en las técnicas de biología molecular, han impulsado el rápido 
desarrollo de numerosas técnicas genéticas que se han aplicado con éxito a la identificación de 
especies animales en los alimentos. 
II.3.1. TÉCNICAS BASADAS EN EL ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
Los métodos de identificación de especies basados en el análisis de proteínas incluyen 
distintas técnicas electroforéticas, la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, High 
Performance Liquid Chromatography), las técnicas espectroscópicas y las técnicas 
inmunológicas.  
II.3.1.1. Técnicas electroforéticas 
La electroforesis es un procedimiento analítico basado en la separación de moléculas 
cargadas en un medio acuoso bajo la influencia de un campo eléctrico aplicado entre dos 
electrodos, uno positivo y otro negativo. El movimiento de las proteínas dependerá de su tamaño 
y de la carga neta que presenten en el pH del tampón seleccionado para el análisis. Aquellas 
moléculas que tengan una carga neta mayor, tenderán a moverse más rápidamente que aquéllas 
con menor carga neta. En el caso de que ésta sea igual, las moléculas menores se desplazarán 
con mayor rapidez. 
La identificación de especies se realiza comparando el perfil electroforético obtenido a 
partir de las proteínas musculares de las muestras problema, con los patrones de bandas de 
muestras de referencia. La comparación puede ser visual, o bien utilizando un densitómetro o un 
analizador de imágenes. Habitualmente, para comparar los patrones de bandas es necesario 
analizar las muestras de referencia en el mismo gel que las desconocidas, ya que pequeños 
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cambios en las condiciones experimentales pueden alterar los perfiles proteicos obtenidos 
(Vallejo y col., 2005).  
Para la identificación de especies animales en la carne y productos cárnicos se pueden 
utilizar diversas técnicas electroforéticas, dependiendo del grado de resolución que se desee 
obtener, así como del tipo de tratamiento que haya experimentado el producto durante el 
procesado. Las más utilizadas son la electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato 
sódico (SDS-PAGE), el isoelectroenfoque (IEF) y la electroforesis capilar (EC) (Montowska y 
Pospiech, 2007).  
• Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 
La electroforesis de proteínas en geles con una matriz de poliacrilamida, comúnmente 
denominada electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE, Polyacrilamide Gel 
Electrophoresis) es, sin duda, uno de los procedimientos más extendidos para caracterizar 
mezclas complejas de proteínas. La técnica de SDS-PAGE consiste en disolver las proteínas de 
la muestra en soluciones de un detergente aniónico desnaturalizante como el dodecil sulfato 
sódico (sodium dodecyl sulphate, SDS). De este modo, las proteínas pierden sus cargas 
individuales adquiriendo una carga neta negativa como resultado del complejo proteína-anión 
SDS formado. La cantidad de detergente que se incorpora por unidad de masa es la misma para 
todas las proteínas y, en consecuencia, la movilidad en la electroforesis va a depender 
exclusivamente de la masa. La separación de las proteínas, una vez disueltas, se hace en geles 
de poliacrilamida a los que se incorpora también SDS.  
Parisi y Aguiari (1985) emplearon la electroforesis de las proteínas musculares fibrilares y 
sarcoplásmicas para identificar el origen animal de diferentes muestras cárnicas. De este modo, 
la técnica de SDS-PAGE permitió la identificación de vaca, oveja, cabra, ciervo y conejo gracias 
a los diferentes patrones obtenidos para la miosina, actina, α-actinina, troponina y tropomiosina 
en las distintas especies animales analizadas. 
Savage y col. (1995) utilizaron la técnica de SDS-PAGE para identificar la procedencia 
animal de carnes recuperadas mecánicamente (frescas y tratadas térmicamente) de vaca, 
cordero, cerdo, pollo y pavo. 
Rahman y col. (2007) identificaron por SDS-PAGE patrones de proteínas característicos 
de buey, búfalo, oveja y cabra. 
La ventaja de la técnica de SDS-PAGE con relación a otros métodos de análisis de 
proteínas radica en que puede emplearse para la identificación de especies en muestras 
sometidas a tratamiento térmico, ya que el detergente SDS permite la extracción de las proteínas 
desnaturalizadas (Arun y Ugur, 2000). Sin embargo, sus principales inconvenientes derivan de la 
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complejidad de los perfiles proteicos obtenidos y de la necesidad de disponer de personal 
entrenado e instrumental especializado para realizar los análisis. 
• Isoelectroenfoque (IEF) 
El isoelectroenfoque es una técnica electroforética en un gradiente de pH que permite 
separar componentes que solamente difieren en 0,01 unidades de pH. Cuando se aplica un 
campo eléctrico, las proteínas migran hacia los diferentes electrodos según su carga eléctrica. La 
proteína entra en zonas de pH más bajas y más altas de acuerdo con la relación carga 
neta/curva de pH, por lo que gradualmente va perdiendo su carga neta. Cuando la proteína 
alcanza su punto isoeléctrico (carga neta cero), cesa su migración y precipita. Por tanto, en la 
técnica del isoelectroenfoque la separación depende del punto isoeléctrico de la proteína y no de 
su carga y tamaño.  
La técnica de isoelectroenfoque se puede llevar a cabo en geles de agarosa tratada 
químicamente (agarosa IEF). A pesar de tener menor resolución, estos geles permiten identificar 
especies próximas filogenéticamente y no presentan los inconvenientes de neurotoxicidad, 
dificultades en la polimerización y largos periodos de desteñido de la acrilamida (Santín y 
Centrich, 1997). 
El isoelectroenfoque se ha utilizado ampliamente en la identificación de numerosas 
especies animales en los alimentos (Skarpeid y col., 1998). Su gran poder de resolución ha 
facilitado su aplicación tanto en productos frescos, como en aquéllos sometidos a distintos 
tratamientos tecnológicos. 
Slattery y Sinclair (1983) emplearon con éxito el isoelectroenfoque para diferenciar 
carnes frescas procedentes de distintas especies animales como vaca, búfalo y canguro. Sin 
embargo, no pudieron diferenciar carnes procedentes de otras especies estrechamente 
relacionadas como oveja y cabra, o caballo y burro.  
King (1984) utilizó esta técnica para identificar una amplia gama de carnes cocinadas de 
diferentes especies animales (canguro, camello, búfalo, etc.). 
McCormick y col. (1988, 1992) consiguieron diferenciar por isolectroenfoque ciertas 
especies de caza mayor (ciervo, caribú, alce y antílope) y domésticas (vaca, oveja, cabra y 
cerdo) (Figura 11). Sin embargo, no fue posible la diferenciación de algunas de las especies 
analizadas, como vaca y alce (Figura 11b) (McCormick y col., 1992). 
Jemmi y Schlosser (1991, 1993) trataron de identificar mediante esta técnica algunas 
especies de rumiantes (vaca, corzo, ciervo, rebeco y gacela) en carnes y mezclas cárnicas 
tratadas térmicamente y marinadas. La diferenciación de estas especies no siempre fue posible 
ya que no obtuvieron patrones de bandas de proteínas específicos para cada una de ellas.  
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Figura 11. Representación de los perfiles electroforéticos obtenidos por isoelectroenfoque en geles 
de poliacrilamida a partir de los extractos musculares solubles de (11a) salchichas y 
(11b) carnes tratadas térmicamente procedentes de especies de caza mayor y 
domésticas. AK, AK2: Adenilato kinasas. CK: creatinin kinasa. (SA) Punto de aplicación 
de la muestra, (+) ánodo y (-) cátodo (McCormick y col., 1988, 1992).  
 + SA     AK2      AK-
CIERVO 
VACA 
5% CIERVO 
10% CIERVO 
40% CIERVO 
60% CIERVO 
80% CIERVO 
80% VACA 
Antílope 
Ciervo mulo 
Ciervo de cola blanca 
Oveja 
Alce  
Cerdo 
Bisonte 
Vaca 
Wapiti 
Caribú 
Ciervo europeo 
Cabra 
11a 
11b 
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Hofmann (1997) consiguió identificar mediante isoelectroenfoque en geles de 
poliacrilamida (PAGIF) patrones de bandas especie-específicos de la mioglobina en carne de 
camello, corzo, vaca, oveja, cerdo, caballo, liebre, conejo, avestruz, pollo y pato. No obstante, no 
fue capaz de discriminar entre cerdo y jabalí o corzo y gamo, debido a la elevada analogía de los 
patrones obtenidos. 
Renon y col. (2003) desarrollaron una técnica de isoelectroenfoque para identificar 
muestras cárnicas de ciervo, corzo y rebeco.  
En comparación con otras técnicas electroforéticas, el IEF presenta numerosas ventajas: 
(a) es más sencilla y la resolución de los perfiles proteicos es mayor; (b) la técnica se puede 
modificar en muchos aspectos ajustándose a los requerimientos analíticos que se necesiten; (c) 
al final de la electroforesis el sistema está en equilibrio y, por tanto, variaciones en los 
parámetros experimentales influyen menos en el patrón proteico obtenido. Ello permite utilizar 
fotografías para comparar los patrones de bandas de las muestras problema con muestras de 
referencia; y (d) la utilización de geles preparados comercialmente, en el caso de los de 
poliacrilamida, acoplados a aparatos semiautomatizados como el PhastSystem™, permite incluso 
una mayor reproducibilidad en los resultados, así como una disminución en el tiempo requerido 
para cada análisis. No obstante, se trata de una técnica laboriosa que requiere operarios 
especializados e instrumental adecuado. Además, la interpretación de los perfiles proteicos 
resulta, en algunos casos, complicada. 
• Electroforesis capilar (EC) 
La electroforesis capilar es otra técnica electroforética que también se ha aplicado a la 
diferenciación de especies animales en los alimentos (Vallejo y col., 2005). Este método es una 
modificación de la electroforesis convencional que se basa en separar moléculas con idéntico 
cociente carga/masa y diferentes masas, sometiéndolas a un campo eléctrico en el interior de un 
tubo capilar de sílice que tiene de 50 a 150 µm de diámetro. Las ventajas que presenta con 
respecto a otras técnicas electroforéticas es que permite detectar y cuantificar simultáneamente 
diferentes moléculas realizando un análisis completamente automatizado de proteínas sin 
necesidad de operarios especializados. Esto se debe a que el equipo está dotado de un sistema 
que elimina el tampón de relleno de la columna y lo reemplaza por otro de forma automática, 
permitiendo analizar los diferentes componentes de una muestra sin tener que aumentar el 
número de manipuladores. Además, la técnica de EC posee una elevada resolución, es rápida 
(10-20 minutos) y requiere pequeños volúmenes, tanto de muestra como de tampón. Su principal 
limitación reside, sin embargo, en la necesidad de poner a punto sistemas de detección 
adecuados para cada compuesto que, además, han de ser muy sensibles debido a los pequeños 
volúmenes que se utilizan. En el caso de las proteínas, se emplean normalmente sistemas de 
detección ultravioleta (UV) (Recio y col., 2001). Existen distintos tipos de EC, pero la más 
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utilizada es la electroforesis capilar de zona (ECZ), que utiliza reactivos de amplio intervalo de 
pH para separar los distintos componentes en una muestra (Kvasnicka, 2005).  
Cota-Rivas y Vallejo-Córdoba (1997) describen cómo el análisis mediante ECZ de la 
fracción sarcoplásmica de las proteínas del músculo permite la identificación de carnes de 
distintas especies de animales de abasto, tanto frescas como congeladas, gracias a la obtención 
de perfiles especie-específicos. Sin embargo, hasta el momento no existen estudios que 
empleen esta técnica para identificar especies de caza mayor. 
II.3.1.2. Técnicas cromatográficas: cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
Las técnicas cromatográficas también se han aplicado a la identificación de especies 
animales en productos cárnicos. Entre ellas, la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, 
High Performance Liquid Chromatography) utilizando columnas de fase reversa (RP-HPLC) es la 
más utilizada. Esta técnica permite la separación de las proteínas atendiendo a su polaridad, es 
decir, a su distribución entre una fase móvil polar y una fase orgánica que está fija a una matriz 
(Ashoor y col., 1988). De este modo se obtienen perfiles cromatográficos de proteínas 
característicos de cada especie, que permiten su identificación mediante comparación con 
cromatogramas de referencia.  
La técnica de HPLC presenta ventajas importantes frente a las técnicas electroforéticas: 
es un método rápido y sencillo, tiene gran poder de resolución y no emplea reactivos tóxicos. 
Además, dada su gran reproducibilidad, una vez obtenidos los cromatogramas no es necesario 
el análisis conjunto de muestras de referencia. El uso de esta técnica es especialmente 
interesante desde el punto de vista de la cuantificación, ya que los sistemas de detección 
(generalmente con luz UV) permiten estimar la cantidad de proteína perteneciente a una especie 
presente en una mezcla. Sin embargo, el gran inconveniente de las técnicas de HPLC es la 
dificultad para la identificación de muestras sometidas a tratamientos térmicos intensos, ya que 
las proteínas, una vez desnaturalizadas por el calor, no son solubles en los tampones de elución 
(Toorop y col., 1997).  
Abe y Okuma (1995) obtuvieron patrones de dipéptidos de histidina característicos de 
especie en carnes tratadas térmicamente procedentes de vaca, cerdo, pollo, pavo, caballo y 
ciervo. 
Espinoza y col. (1996) identificaron y cuantificaron alrededor de 50 especies animales 
diferentes que incluían un elevado número de cérvidos y otras especies de caza mediante RP-
HPLC de la hemoglobina sanguínea. 
Toorop y col. (1997) identificaron carnes frescas, congeladas y cocinadas procedentes de 
diferentes especies de abasto mediante HPLC empleando proteínas miofibrilares. Los patrones 
proteicos obtenidos fueron reproducibles y permitieron la identificación de las distintas especies. 
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Chou y col. (2007) desarrollaron una técnica de HPLC con detección electroquímica 
(HPLC-EC) para identificar carnes de 15 especies animales. Entre las especies analizadas se 
incluían mamíferos (vaca, cabra, cerdo, ciervo, caballo), aves (pollo, pato, avestruz) y pescados 
y marisco (salmón, bacalao, viera, gamba, cangrejo). Estos autores consiguieron obtener perfiles 
proteicos especie-específicos para todas las especies analizadas (Figura 12).  
II.3.1.3. Técnicas espectroscópicas 
La espectroscopia es el estudio de la interacción entre la radiación electromagnética y la 
materia. Actualmente, la espectroscopia proporciona toda una gama de técnicas de identificación 
de compuestos de acuerdo a sus características espectrales específicas (Kulmyrzaev y col., 
2007). En particular, la espectroscopia infrarroja (espectroscopia IR) trata con la parte infrarroja 
del espectro electromagnético y se clasifica, según el tipo de la radiación que se analiza, en: 
espectroscopia de reflectancia del infrarrojo cercano (NIR), espectroscopia de reflectancia del 
infrarrojo medio (MID) y espectroscopia de reflectancia del infrarrojo lejano (FIR). Hoy día, la más 
empleada en el análisis de alimentos es la NIR, ya que ofrece una amplia información de la 
calidad y composición química y/o nutritiva de los mismos (Núñez y De la Haba, 2007; Huang y 
col., 2008). 
La espectroscopia NIR obtiene el espectro de reflectancia de una muestra en la región de 
longitudes de onda comprendidas entre 780-2500 nm. La interacción de la energía con la materia 
obedece a la ley de Lambert-Beer, que establece que la absorbancia a cualquier longitud de 
onda es proporcional al número o concentración de las moléculas absorbentes presentes en el 
camino recorrido por la radiación. Esto determina que para un material de naturaleza química 
heterogénea, el espectro obtenido en la región del infrarrojo cercano sea la combinación de 
bandas de absorciones parciales que se representan en un gráfico (Figura 13) (Cozzolino y col., 
2002).  
Las razones que justifican que la técnica de NIR esté siendo adoptada como método 
analítico de elección en numerosos laboratorios son su rapidez, precisión y versatilidad, ya que 
un mismo instrumento es válido para el análisis de diferentes parámetros en distintos productos 
con una mínima preparación de la muestra. Además, la técnica de NIR ofrece la posibilidad de 
realizar análisis cuantitativos y cualitativos para identificar y caracterizar diferentes productos sin 
la necesidad de emplearse reactivos químicos. Por otra parte, hay que señalar que requiere el 
manejo de equipos complejos que precisan análisis de calibración exhaustivos (Luykx y Van 
Ruth, 2008). Además de otras aplicaciones, la espectroscopia NIR se emplea cada vez más para 
la identificación de especies animales en los alimentos (Cozzolino y col., 2002; Núñez y De la 
Haba, 2007) y piensos (Pérez-Marín y col., 2004; Termes y col., 2004; Yang y col., 2008). 
Al-Jowder y col. (1997) identificaron y cuantificaron la presencia de carne de pollo, pavo y 
cerdo en carnes y mezclas cárnicas mediante espectroscopia del infrarrojo medio. Asimismo, 
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Figura 12. Cromatogramas HPLC-EC obtenidos en varias especies animales (Chou y col., 2007).  
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lograron diferenciar entre carnes frescas y congeladas. 
Ding y Xu (1999) emplearon la tecnología NIR para diferenciar carne picada de vaca y 
canguro. 
McElhinney y col. (1999) consiguieron detectar carne de oveja y vaca en mezclas 
cárnicas gracias al empleo de diferentes técnicas espectroscópicas (MID y NIR). 
Downey y col. (2000) desarrollaron con éxito diferentes técnicas espectroscópicas (NIR, 
MID y rango visible) para identificar la presencia de pollo, pavo, cerdo, vaca y oveja en muestras 
de carne cruda. 
Cozzolino y col. (2002) demostraron la utilidad de la tecnología NIR para detectar la 
presencia de materias primas de origen animal tras el análisis de 400 muestras de piensos. 
Ellis y col. (2005) consiguieron identificar y diferenciar carnes de pollo y pavo mediante 
dos técnicas espectroscópicas: la espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier 
(FTIR/HATR) y la espectroscopia de Raman. 
Garrido-Varo y col. (2005), De la Haba y col. (2007) y De la Roza-Delgado y col. (2007), 
lograron detectar y cuantificar materiales de origen animal (bovino, porcino, etc.) en piensos y 
harinas animales.  
Figura 13. Equipo de espectroscopia de reflectancia de infrarrojo cercano (NIR).  
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II.3.1.4. Técnicas inmunológicas 
Las técnicas inmunológicas son procedimientos analíticos basados en la reacción 
específica entre un antígeno y su correspondiente anticuerpo. La aplicación cada vez más 
generalizada de estas técnicas para la detección en los alimentos de constituyentes naturales, 
plaguicidas, microorganismos, toxinas, etc., se debe a las grandes ventajas que presentan frente 
a los métodos convencionales. En este sentido, la aplicación de las técnicas inmunológicas a la 
identificación de especies presenta importantes ventajas con respecto a las electroforéticas y de 
HPLC: reducción del tiempo y coste del análisis, disminución de la cantidad de muestra 
necesaria, utilización de instrumental poco complejo y posibilidad de semi-automatización y 
aplicación en pruebas de campo y kits miniaturizados. Además, su adecuada sensibilidad y 
especificidad las hacen especialmente útiles para el análisis rutinario de los alimentos. En lo que 
se refiere a la identificación de especies animales, las técnicas inmunológicas han sido 
ampliamente utilizadas en el análisis de productos cárnicos (Martín y col., 1988a, 1988b, 1989; 
Hernández y col., 1994; Smith, 1995; Hsieh y col., 1998; Macedo-Silva y col., 2000), lácteos 
(Moatsou y Anifantakis, 2003; Hurley y col., 2004) y pesqueros  (Asensio y col., 2003; Faeste y 
Plassen, 2008).  
Entre los ensayos inmunológicos más empleados en la identificación de especies 
animales destacan la inmunodifusión en geles de agar, la inmunoelectroforesis y las técnicas 
inmunoenzimáticas (ELISA).  
• Inmunodifusión en geles de agar 
En esta técnica, antígeno y antisuero se depositan en unos pocillos cortados en un gel de 
agar. Ambos reactivos difunden a través del gel y, en caso de correspondencia, forman en su 
recorrido complejos antígeno-anticuerpo que se visualizan como líneas blancas y opacas de 
precipitado.  
En la inmunodifusión en geles de agar los reactivos se pueden inmovilizar en discos de 
papel de filtro, de modo que todos los componentes de la reacción (placas de agar, plantilla, 
discos de inmunosuero y de referencia) se pueden suministrar en forma de kit. La realización de 
la prueba e interpretación de los resultados es muy sencilla.  
Swart y Wilks (1983) utilizaron dicha técnica para identificar especies como vaca, oveja, 
caballo y canguro en carnes frescas y congeladas, en el intervalo comprendido entre el 5-20%.  
Kangethe y col. (1986) consiguieron identificar mediante inmunodifusión en geles de agar 
14 especies de la familia de los bóvidos en carnes y productos cárnicos frescos, cocinados y 
enlatados utilizando un inmunosuero frente a antígenos musculares termoestables.  
Cutrufelli y col. (1992, 1993) desarrollaron dos pruebas de campo (DRIFT y MULTI-SIFT)
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basadas en la inmunodifusión en geles de agar, con las que detectaron la presencia de vaca, 
oveja, cerdo, caballo, pollo y ciervo en distintos productos cárnicos frescos.  
Reddy (2001) empleó esta técnica para la identificación de carnes de vaca, cabra, búfalo 
y oveja. El límite de detección fue del 1% en carnes frescas y del 2-10% en carnes cocinadas. 
• Inmunoelectroforesis 
A pesar de que la inmunodifusión permite obtener una línea de precipitación separada 
para cada antígeno y anticuerpo que se encuentra en una mezcla, a veces resulta difícil separar 
todos los componentes de una matriz compleja. La inmunoelectroforesis mejora la resolución del 
sistema, separando los antígenos por electroforesis antes de llevar a cabo la inmunodifusión. 
Casas y col. (1984a, 1984b, 1985) detectaron proteínas solubles de cerdo, vaca y caballo 
mediante inmunoelectroforesis en geles de agarosa. 
Bakshi y col. (1985) emplearon la técnica de inmunoelectroforesis para detectar 
concentraciones del 10% de cabra, camello, búfalo y ciervo en mezclas cárnicas. 
Sherikar y col. (1993) compararon diversas técnicas inmunológicas para la identificación 
de vaca, búfalo, cabra y cerdo en carnes frescas y cocinadas. Concretamente, con la técnica de 
counter-inmunoelectroforesis (CIE) lograron un límite de detección de aproximadamente 5-10%. 
Reddy (2001) consiguió detectar la adición de hasta un 1% de vaca, cabra, búfalo y oveja 
en carnes frescas mediante diversos tipos de inmunoelectroforesis tales como 
inmunoelectroforesis (IE), counter-inmunoelectroforesis (CIE) e inmunoelectroforesis cruzada o 
rocket (RIE). El límite de detección en carnes cocinadas fue del 10-20%. 
Necidová y col. (2002) detectaron la adición de porcentajes inferiores al 1,5% de cerdo, 
vaca, pollo y canguro en productos cárnicos tratados térmicamente. 
• Técnicas inmunoenzimáticas (ELISA) 
Las técnicas de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) constituyen en la 
actualidad los métodos inmunológicos más utilizados en el análisis de alimentos. Se caracterizan 
por el empleo de marcadores enzimáticos para la detección y amplificación de las reacciones 
antígeno-anticuerpo.  
En la técnica de ELISA, uno de los elementos de la reacción inmunológica (antígeno o 
anticuerpo) se fija a un soporte sólido, generalmente placas de poliestireno, polivinilo, 
polipropileno o nylon, que permiten su adsorción pasiva y la eliminación de los compuestos libres 
mediante lavado. En algunos formatos, denominados immunodotting, se utilizan como fase 
sólida membranas de nitrocelulosa a las que se unen las proteínas mediante enlaces 
hidrofóbicos. Una vez inmovilizados los antígenos o los anticuerpos, la interacción antígeno-
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anticuerpo se detecta mediante la reacción colorimétrica producida por la acción de una enzima 
(conjugada al antígeno o al anticuerpo) al degradar el sustrato correspondiente. La medida de la 
absorbancia en los pocillos de la placa de ELISA permite cuantificar la reacción inmunológica. 
Esto supone una importante ventaja frente a la inmunodifusión y la inmunoelectroforesis, que son 
técnicas fundamentalmente cualitativas. 
Las técnicas inmunoenzimáticas se han desarrollado en diversos formatos atendiendo al 
componente de la reacción que se fija en primer lugar, la fase sólida utilizada y si se emplean o 
no concentraciones limitantes de antígeno y anticuerpo. En la identificación de especies, los más 
utilizados son el ELISA indirecto, ELISA competitivo y ELISA sandwich (Asensio y col., 2008). 
Las primeras aplicaciones de las técnicas de ELISA para la detección y cuantificación de 
carnes de diferentes especies animales en mezclas cárnicas se deben a Kangethe y col. (1982) 
y a Whithaker y col. (1982). En los trabajos publicados por ambos autores, se emplearon 
anticuerpos policlonales obtenidos frente a la albúmina sérica de vaca, oveja, caballo, canguro, 
cerdo y camello y, mediante un ELISA indirecto, se consiguieron niveles de detección del 3% de 
estas especies en diversas mezclas cárnicas. Para eliminar las reacciones cruzadas, los 
anticuerpos se neutralizaron con las correspondientes albúminas heterólogas. 
Martín y col. (1988a, 1988b, 1988c) lograron detectar cerdo, caballo y pollo en mezclas 
cárnicas crudas mediante el empleo de anticuerpos policlonales frente a proteínas musculares 
solubles en una técnica de ELISA sandwich. Para todas las especies el límite de detección 
conseguido fue del 1%. 
Andrews y col. (1992) detectaron la presencia de carne de vaca, cordero, caballo y ciervo 
en productos cárnicos cocinados utilizando una técnica de ELISA sandwich con anticuerpos 
policlonales específicos de especie.  
Hsieh y col. (1995) identificaron pollo y oveja en muestras frescas, así como vaca, oveja, 
cerdo y caballo en productos cárnicos curados empleando una técnica de ELISA sandwich. El 
límite de detección alcanzado fue del 1%. 
Rencová y col. (2000) detectaron la presencia de pollo, caballo, canguro y rata en 
productos cárnicos procesados mediante una técnica de ELISA indirecto competitivo y 
anticuerpos policlonales frente a proteínas musculares solubles. El nivel de detección 
conseguido fue del 1-5%. 
A pesar de la utilidad de las técnicas descritas, los anticuerpos policlonales con 
frecuencia presentan reacciones cruzadas frente a proteínas que son distintas de aquéllas 
empleadas en su obtención. Por ello, es necesario el uso de técnicas de purificación por 
cromatografía de afinidad o neutralización para la eliminación de dichas reacciones 
inespecíficas. Además, dado que para la obtención de los inmunosueros los animales de 
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experimentación se sacrifican al final de la fase de inmunización, la disponibilidad limitada de 
anticuerpo a lo largo del tiempo y la gran variabilidad individual en la respuesta inmunológica 
restringe la aplicación de estas técnicas (Restani y col., 2002). Los inconvenientes inherentes a 
la utilización de los anticuerpos policlonales pueden solventarse mediante el empleo de 
anticuerpos monoclonales. La tecnología de obtención de hibridomas (Köhler y Milstein, 1975)  
permite inmortalizar in vitro clones de linfocitos B que producen cantidades ilimitadas de 
anticuerpos monoclonales de especificidad idéntica. 
Jones y Patterson (1986) identificaron diferentes especies animales en carne cruda 
utilizando una técnica de ELISA indirecto. 
Martín y col. (1989) lograron detectar carne de pollo y pavo mediante el empleo de 
anticuerpos monoclonales especie-específicos frente a proteínas musculares solubles en una 
técnica de ELISA indirecto.  
Sherikar y col. (1993) desarrollaron una técnica de ELISA utilizando anticuerpos 
monoclonales frente a la proteína termoestable troponina I y consiguieron detectar vaca, búfalo, 
oveja, cabra y cerdo en carnes frescas y cocinadas con un límite de detección del 1%. 
Hsieh y col. (1998) detectaron la presencia de vaca, cerdo, cordero, caballo y ciervo en 
productos cárnicos cocinados mediante el empleo de anticuerpos monoclonales específicos de 
proteínas termoestables en un ELISA indirecto. El límite de detección alcanzado fue del 0,5% 
para todas las especies. 
Chen y Hsieh (2000) emplearon anticuerpos monoclonales obtenidos frente a proteínas 
musculares termoestables de cerdo para identificar la presencia de esta especie en muestras 
cárnicas tratadas térmicamente. 
Macedo-Silva y col. (2000) consiguieron identificar diversas especies de animales de 
abasto (vaca, pollo, cerdo y caballo) en hamburguesas utilizando la técnica de immunodotting. 
Los anticuerpos monoclonales específicos reconocían proteínas musculares. El límite de 
detección del ensayo fue del 0,6%. 
Zade y col. (2001) identificaron carnes de vaca y búfalo mediante el empleo de 
anticuerpos monoclonales frente a proteínas musculares en una técnica de ELISA indirecto. El 
límite de detección alcanzado fue del 0,5%. 
Giovanacci y col. (2004) utilizaron varios kits immunoenzimáticos comerciales preparados 
con anticuerpos monoclonales frente a proteínas musculares para detectar pequeños 
porcentajes de cerdo, vaca, oveja y pollo en productos cárnicos intensamente procesados. El 
límite de detección de los kits fue menor del 1% para vaca, cerdo y caballo y menor del 2% para 
oveja. 
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Ayaz y col. (2006) detectaron la presencia de vaca, ciervo, caballo o pollo en carne 
cruda, cocinada y en diferentes productos cárnicos comerciales (salchichas, salami, jamón, 
bacon, etc.) mediante el empleo de kits inmunoenzimáticos. El límite de detección de estos kits 
fue del 1% para muestras enlatadas, cocinadas o procesadas. 
II.3.2. TÉCNICAS GENÉTICAS 
Las técnicas genéticas se basan en el reconocimiento específico de fragmentos de 
ácidos nucleicos presentes en los seres vivos. A pesar de resultar más costosas y exigir un 
mayor soporte técnico que las basadas en el análisis de proteínas, las técnicas genéticas 
presentan importantes ventajas frente a éstas (Tabla 7). Conviene destacar que resultan 
especialmente útiles cuando se analizan productos sometidos a tratamientos térmicos intensos 
debido a la elevada estabilidad del ADN en dichos procesos (Buntjer y Lenstra, 1998; Colgan y 
col., 2001; Dalmasso y col., 2004).  
Dentro de las técnicas genéticas, las basadas en la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) son, sin duda, las más aplicadas al análisis de los alimentos. Entre sus múltiples utilidades 
cabe destacar la identificación del origen de muchos de los componentes presentes en los 
alimentos (Girish y col., 2004; Woolfe y Primrose, 2004; Mafra y col., 2008) y la detección y 
cuantificación de microorganismos patógenos y de interés higiénico-sanitario (Boyapalle y col., 
2001; Kimura y col., 2001; González y col., 2006; Takahashi y col., 2008).  
La técnica de PCR se ha utilizado ampliamente para la identificación de especies 
animales en productos cárnicos, bien de forma directa o asociada a técnicas como la 
secuenciación (PCR-secuenciación), el análisis del polimorfismo del ADN amplificado con 
cebadores arbitrarios (RAPD), el análisis del polimorfismo en la conformación de las cadenas 
sencillas de ADN amplificado por PCR (PCR-SSCP) o el análisis del polimorfismo en la longitud 
de fragmentos de restricción de regiones amplificadas por PCR (PCR-RFLP) (Girish y col., 2005; 
Arslan y col., 2005; Kitano y col., 2007; Tobe y col., 2008). Sin embargo, hay que señalar que su 
aplicación para la identificación de carnes procedentes de especies de caza mayor es inferior al 
de otras carnes de consumo habitual (Brodmann y col., 2001; Colombo y col., 2004; Maede, 
2006). 
A continuación se detallan las principales técnicas genéticas aplicadas a la identificación 
del origen animal de los alimentos. 
II.3.2.1. Secuenciación de los fragmentos de ADN amplificados por PCR (PCR-
secuenciación) 
Este método de identificación de especies consiste en la amplificación de un determinado 
fragmento génico por PCR y su posterior secuenciación. Mediante el análisis de las secuencias 
obtenidas se pueden identificar diferencias interespecíficas que permitan diferenciar las especies 
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Tabla 7. Comparación entre los métodos de análisis de proteínas y los métodos 
genéticos para la identificación de especies animales 
Métodos basados en el análisis de proteínas 
Ve
nt
aj
as
 • Rapidez  
• Bajo coste  
• Sencillez 
• Amplia disponibilidad de 
datos  
 
 
 
 
In
co
nv
en
ie
nt
es
 • Dificultad para analizar muestras 
procesadas o tratadas 
térmicamente 
• Necesario buen estado de las 
muestras 
• Interpretación de resultados 
compleja 
• Las proteínas varían (en 
cantidad y en tipo) dependiendo 
del tejido que se examine 
Métodos genéticos  
Ve
nt
aj
as
 • Poca cantidad de 
muestra 
• Posibilidad de analizar 
muestras procesadas y 
esterilizadas  
• Detección de 
mutaciones silentes  
• El ADN es el mismo en 
todas las células de un 
organismo 
In
co
nv
en
ie
nt
es
 • Relativamente lentos y caros 
• Técnicas más complejas 
• Personal más especializado 
• Menos información disponible  
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estudiadas. 
Para seleccionar adecuadamente la región del genoma que se debe amplificar es preciso tener 
en cuenta varias premisas (Bartlett y Davidson, 1992): 
• Debe acumular mutaciones con la suficiente rapidez como para que organismos 
estrechamente relacionados tengan diferentes secuencias nucleotídicas, pero también con 
la suficiente lentitud para que la variación intraespecífica no afecte a la diferenciación de 
especies. 
• El tamaño del segmento de ADN ha de ser lo bastante largo para detectar diferencias en la 
secuencia entre especies próximas, pero suficientemente corto para poder secuenciarla en 
un gel estándar de secuenciación. 
• La existencia en las bases de datos de secuencias del gen seleccionado correspondientes a 
otros organismos permite comparar dichas secuencias con las generadas en la muestra 
sometida a análisis. 
El análisis de las secuencias obtenidas suele requerir la utilización de programas 
informáticos complejos. Bartlett y Davidson (1992) fueron los primeros en introducir un programa 
basado en la elaboración de árboles filogenéticos, que permite comparar la secuencia de la 
especie problema con la de otras especies previamente secuenciadas e introducidas en la base 
de datos. Sin embargo, la gran importancia que está adquiriendo la identificación de especies, ha 
hecho que se diseñen otros programas informáticos más específicos, basados en la elaboración 
de matrices de valoración de distancias genéticas entre secuencias (Forrest y Carnegie, 1994; 
Meyer y Candrian, 1996). 
El gen mitocondrial que codifica el citocromo b ha sido el marcador más utilizado en la 
identificación de especies animales. Kocher y col. (1989) emplearon los genes mitocondriales 
que codifican la región control, el citocromo b y el 12S ARNr, para identificar más de cien 
especies animales entre las que se incluían mamíferos, aves, anfibios, pescados y algunos 
invertebrados. Las secuencias de estas especies se utilizaron para estudiar las relaciones 
filogenéticas que existían entre ellas. 
Bartlett y Davidson (1992) desarrollaron una técnica de identificación de especies 
denominada FINS (Forensically Informative Nucleotide Sequencing). Básicamente, consiste en la 
construcción de bases de datos con las secuencias de un fragmento del citocromo b en 
diferentes especies. Una comparación directa de la secuencia problema con las secuencias 
patrón permite determinar la especie de procedencia de la muestra. Estos autores aplicaron con 
éxito la técnica de FINS a la identificación de numerosas especies animales.  
Chikuni y col. (1994) utilizaron la técnica de PCR-secuenciación para identificar distintas 
especies de mamíferos (vaca, oveja, cabra, cerdo, caballo, conejo y ciervo) y aves (pollo, 
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codorniz, gorrión y zorzal). Para ello, amplificaron un fragmento de 646 pb del gen mitocondrial 
citocromo b.  
Forrest y Carnegie (1994) aplicaron el programa DNADIST con secuencias del gen 
mitocondrial citocromo b para determinar la relación filogenética existente entre especies de 
carne como el búfalo o el emú.  
Bataille y col. (1999) identificaron especies como vaca, pollo, caballo y cerdo, tras 
secuenciar un fragmento del gen mitocondrial citocromo b de 309 pb. 
Brodmann y col. (2001) consiguieron identificar carne de rebeco, ciervo, gamo, corzo, 
oveja, pavo, pollo y pato mediante la secuenciación de varias regiones del gen mitocondrial 
citocromo b. Sin embargo, no fueron capaces de diferenciar carnes procedentes de jabalí y cerdo 
doméstico debido a que las secuencias obtenidas en ambas subespecies porcinas resultaron 
idénticas. 
Colombo y col. (2004) secuenciaron un fragmento de 282 pb del gen mitocondrial 
citocromo b para identificar muestras de carne de rebeco.  
Girish y col. (2004) aplicaron la técnica de PCR-secuenciación para diferenciar especies 
como vaca, oveja, cabra y búfala, además de otras especies de mamíferos. El marcador elegido 
fue un fragmento de 456 pb en el gen mitocondrial 12S ARNr. 
Li y col. (2006) consiguieron diferenciar especies de cérvidos mediante la secuenciación 
de fragmentos amplificados de los genes mitocondriales citocromo b y 12S ARNr. 
Kitano y col. (2007) aplicaron la técnica de PCR-secuenciación para identificar un 
elevado número de vertebrados (mamíferos, aves, reptiles, anfibios y peces). De forma similar, 
Karlsson y Holmlund (2007) identificaron con éxito un total de 28 especies de mamíferos, 
incluyendo algunas de caza como el jabalí y varias especies de cérvidos. Para ello, estos autores 
emplearon parejas de cebadores conservados que amplificaban fragmentos pequeños en los 
genes mitocondriales 12S y 16S ARNr.  
Además de los genes mitocondriales, también se han utilizado genes nucleares para la 
diferenciación de especies mediante PCR-secuenciación. Bucher y col. (1996) amplificaron un 
fragmento de 1.339 pb del gen p53, cuya secuenciación permitió la identificación específica de 
ADN de caballo.  
Venkatachalapathy y col. (2008) han conseguido caracterizar en búfalo la secuencia del 
gen DGAT1 de 1470 pb, situado en el cromosoma 14. 
A pesar de los últimos avances producidos en los equipos y metodologías, la 
secuenciación de fragmentos de ADN amplificados por PCR sigue siendo una herramienta 
analítica relativamente costosa como técnica de análisis rutinaria (Brodmann y col., 2001).  
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II.3.2.2. Análisis del polimorfismo en la conformación de las cadenas sencillas del ADN de 
regiones amplificadas por PCR (PCR-SSCP) 
La técnica de SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) se basa en la relación 
entre la movilidad electroforética de una hebra de ADN monocatenario (ADNmc) y su 
conformación, que en definitiva es un reflejo de su secuencia nucleotídica (Orita y col. 1989a, 
1989b; Lockley y Bardsley, 2000a). En la técnica de PCR-SSCP, el ADN bicatenario (ADNbc) se 
desnaturaliza a ADN monocatenario (ADNmc) y, posteriormente, se separan las dos hebras 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones no desnaturalizantes. Cualquier 
diferencia en la secuencia de ADNmc se visualizará al final del proceso. 
La técnica de PCR-SSCP se ha utilizado con éxito en un gran número de aplicaciones, la 
mayoría de ellas dentro del ámbito de la medicina (Glavac y Dean, 1993; Huang y col., 2008). 
Así, su primer campo de aplicación ha sido el diagnóstico de alteraciones genéticas en ciertas 
enfermedades humanas (Dean y col., 1990; Kim y col., 2008; Konstantinos y col., 2008), ya que 
permite detectar mutaciones puntuales en los productos amplificados por PCR. 
La aplicación de este método genético al análisis de los alimentos es, sin embargo, 
relativamente reciente. La técnica de PCR-SSCP se ha utilizado, sobre todo, para identificar 
microorganismos patógenos y de utilidad tecnológica (Hein y col., 2003; Oh y col., 2008; 
Takahashi y col., 2008), así como para estudiar la evolución y diversidad génica de diferentes 
poblaciones animales (Travis y Keim, 1995; Guo y col., 2005; Zhou y col., 2005; Álvarez-Busto y 
col., 2007). 
Además, la técnica de PCR-SSCP se ha utilizado para la identificación de diferentes 
especies animales (Marklund y col., 1995; Rea y col., 1996; Plath y col., 1997; Otaviano y col., 
2005; Ripoli y col., 2006; Rasmussen y col., 2008). El marcador mitocondrial más utilizado ha 
sido la región control, especialmente la zona D-loop, ya que posee una elevada tasa de 
evolución debido a sustituciones, adiciones y deleciones de nucleótidos (Takeda y col., 1995; 
Eledath y Hines, 1996). 
Entre los escasos trabajos que describen la aplicación de la técnica de PCR-SSCP a la 
identificación de especies de caza mayor, cabe citar el de Rea y col. (1996), que trataron de 
discriminar muestras de jabalí y de cerdo doméstico en diferentes zonas de la región D-loop. 
Estos autores no consiguieron obtener patrones especie-específicos que permitieran la 
diferenciación entre estas dos subespecies porcinas. 
La técnica de PCR-SSCP presenta importantes ventajas en la identificación de especies 
animales: (a) se pueden analizar fragmentos de ADN pequeños, procedentes de muestras 
degradadas durante el procesado (Tartaglia y col., 1998); (b) permite detectar cualquier 
diferencia en una sola base, lo cual supone una ventaja frente a la técnica de PCR-RFLP que 
está condicionada por la existencia de enzimas de restricción que tengan su diana en el lugar de 
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la mutación (Ripoli y col., 2006); (c) su gran poder de detección de mutaciones la hace también 
muy adecuada para la identificación de especies muy próximas, en las que se pueden encontrar 
muy pocas diferencias en las secuencias (Barroso y col., 1998); y (d) los perfiles de bandas de 
ADN que se obtienen son sencillos de interpretar debido al reducido número de bandas que 
presentan. 
A pesar de estas ventajas, no existe una teoría capaz de explicar y predecir la 
conformación de las moléculas de ADNmc con relación a su secuencia, o la movilidad de dichas 
moléculas en función de su conformación. La técnica de PCR-SSCP es, por tanto, una técnica 
bastante empírica (Rea y col., 1996). En este sentido, se han llevado a cabo diversos trabajos 
que estudian las condiciones que afectan a la proporción de mutaciones detectadas mediante 
SSCP: temperatura, concentración del gel, proporción acrilamida/bisacrilamida, tipo de solución 
desnaturalizante empleada, adición de distintos compuestos al gel, etc. (Glavac y Dean, 1993; 
Fujita y Silver, 1994). Los resultados de estos trabajos, aunque válidos en las secuencias 
estudiadas, no son extrapolables a otros fragmentos. Por tanto, la obtención de resultados 
reproducibles estará condicionada por el desarrollo de la técnica bajo condiciones controladas, 
siendo además muy importante la utilización de patrones de muestras de referencia. 
II.3.2.3. Análisis del polimorfismo del ADN amplificado con cebadores arbitrarios (RAPD) 
La técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), denominada también AP-
PCR (Arbitrarily Primed PCR) o DAF (DNA Amplification Fingerprinting), fue descrita por dos 
grupos de investigadores en 1990 (Welsh y McClelland, 1990; Williams y col., 1990). Se basa en 
la amplificación simultánea de múltiples fragmentos del ADN mediante PCR, utilizando para ello 
un único cebador (normalmente de 9-15 bases) cuya secuencia se escoge al azar. Las 
temperaturas de unión (Ta) empleadas en la técnica de RAPD son mucho más bajas que en una 
PCR convencional (35-39 ºC), lo cual favorece la inespecificidad de la reacción. Los fragmentos 
amplificados se analizan normalmente mediante electroforesis en geles de agarosa y tinción con 
bromuro de etidio, aunque si se quiere obtener mayor resolución, se pueden analizar utilizando 
geles de poliacrilamida y tinción con plata (Bowditch y col., 1993). El número y tamaño de los 
fragmentos amplificados a partir de un determinado ADN, se mantiene constante siempre que se 
utilice el mismo cebador y se haga el análisis en las mismas condiciones. De este modo, los 
perfiles obtenidos mediante RAPD pueden permitir la diferenciación de los ADNs a nivel de 
especie, o incluso a nivel de individuo.  
Esta técnica, al igual que otras técnicas genéticas, ha tenido una gran aceptación en el 
campo del análisis de los alimentos, si bien su aplicación ha sido relativamente reciente. En este 
sentido, se ha utilizado sobre todo para la identificación y caracterización taxonómica de 
microorganismos (Edwards y col., 2002; Seseña y col., 2005; Krízová y col., 2008), y para la 
identificación de especies en productos vegetales (Weder, 2002; Konisho y col., 2005; Koveza y 
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col., 2005), cárnicos (Koh y col., 1998; Martínez e Yman, 1998; Sáez y col., 2004; Arslan y col., 
2005) y pesqueros (Ali y col., 2004; Ramella y col., 2005; Mohindra y col., 2007).  
Comincini y col. (1996) consiguieron identificar y establecer las relaciones filogenéticas 
existentes entre diferentes especies de cérvidos mediante los perfiles de bandas de ADN 
obtenidos por RAPD, empleando ocho cebadores de tamaños comprendidos entre 19 y 26 pares 
de bases. 
Koh y col. (1998) abordaron la identificación de carnes de jabalí, ciervo, caballo, búfalo, 
canguro y otras especies domésticas mediante PCR-RAPD. Para ello, utilizaron 29 cebadores de 
10 nucleótidos de longitud.  
Martínez e Yman (1998) realizaron un amplio estudio de identificación mediante RAPD 
que incluía 12 especies animales de interés comercial (vaca, oveja, cabra, cerdo, caballo, alce, 
canguro, avestruz, etc.). Estos autores obtuvieron perfiles específicos para cada una de ellas, 
tanto en muestras frescas como en muestras congeladas y enlatadas.  
Sáez y col. (2004) obtuvieron diferentes perfiles de bandas de ADN que permitieron la 
diferenciación de cerdo, vaca, cordero, pollo y pavo en productos cárnicos, utilizando la técnica 
de RAPD.  
Arslan y col. (2005) consiguieron identificar mediante esta técnica varias especies 
animales (vaca, oveja, cabra, camello, cerdo, burro, etc.) en carne y mezclas cárnicas frescas. 
Para ello, utilizaron un único cebador de 10 nucleótidos de longitud. 
Wu y col. (2006) utilizaron la técnica de RAPD para identificar y diferenciar especies 
pertenecientes a la familia Cervidae. 
La identificación de especies animales mediante RAPD presenta importantes ventajas: 
(a) no es necesario conocer previamente las secuencias de ADN que se pretenden amplificar, ya 
que el diseño del cebador es arbitrario (Martínez y Daníelsdóttir, 2000); (b) se necesita muy poca 
cantidad de muestra; (c) permite examinar un gran número de polimorfismos en el ADN: esto 
resulta muy importante en la identificación de especies íntimamente relacionadas (Comincini y 
col., 1996), o en especies que presentan un bajo nivel de variabilidad genética; y (d) es una 
técnica sencilla, rápida y barata, ya que no requiere el uso de ningún aparato especial.  
El principal inconveniente de la técnica de RAPD reside en la dificultad de obtener 
resultados reproducibles, por lo que la amplificación ha de desarrollarse bajo condiciones 
estrictamente controladas y estandarizadas. Cualquier modificación en la temperatura, número 
de ciclos, concentración de reactivos, o incluso en el aparato utilizado, puede alterar los perfiles 
obtenidos. Es, además, especialmente importante que el ADN de partida no esté muy 
degradado, ya que de lo contrario los resultados no serán reproducibles (Martínez e Yman, 
1998). La utilización de patrones de muestras conocidas es, por tanto, necesaria para poder 
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comparar los resultados con las muestras analizadas (Koh y col., 1998).  
Por otro lado, la necesidad de utilizar ADN de cierta calidad para obtener perfiles 
reproducibles mediante RAPD dificulta la aplicación de esta técnica a la identificación de 
especies en muestras sometidas a tratamientos térmicos, ya que en la mayoría de ellas el ADN 
se encuentra degradado (Unseld y col., 1995; Martínez e Yman, 1998). Otra limitación de la 
técnica de RAPD, debida en este caso a la inespecificidad de la propia reacción de amplificación, 
es que no permite identificar el ADN de un determinado organismo en mezclas complejas de 
ADN, lo que limita su aplicación al análisis de alimentos que contienen más de una especie 
(Martínez y Daníelsdóttir, 2000). 
II.3.2.4. Análisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción de 
regiones amplificadas por PCR (PCR-RFLP) 
La técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment Length 
Polymorphism) se basa en la amplificación de fragmentos de ADN específicos mediante PCR y 
su posterior tratamiento con enzimas de restricción, que los cortan en trozos más pequeños. Las 
diferencias existentes en la secuencia nucleotídica entre las distintas especies estudiadas, darán 
lugar a fragmentos de diferentes tamaños que se examinan mediante electroforesis (Fajardo y 
col., 2006, 2007).  
En la técnica de PCR-RFLP, la elección de las endonucleasas de restricción puede 
hacerse al azar, o estar basada en el conocimiento y comparación previos de las secuencias del 
fragmento analizado (empleando por ejemplo, las secuencias disponibles en las bases de datos). 
En cualquier caso, es imprescindible seleccionar enzimas que no generen variaciones 
intraespecíficas, lo cual se comprueba mediante el análisis de un número adecuado de 
muestras. Además, la eficacia de la técnica de PCR-RFLP va a depender del grado de 
variabilidad genética de la secuencia elegida, así como de su tamaño. Ambos parámetros han de 
permitir la detección de variaciones interespecíficas, pero no intraespecíficas.  
Para la identificación de especies mediante PCR-RFLP, con frecuencia se seleccionan 
zonas conservadas y fragmentos pequeños. Los genes mitocondriales, y principalmente el gen 
que codifica el citocromo b, han sido ampliamente utilizados para la identificación de numerosas 
especies animales, debido a que contienen suficiente variabilidad interespecífica para producir 
perfiles de restricción específicos de especie (Partis y col., 2000; Pfeiffer y col., 2004).  
La técnica de PCR-RFLP se ha utilizado con éxito para la identificación de especies 
animales en carnes y productos cárnicos (Verkaar y col., 2002; Sun y Lin, 2003; Girish y col., 
2005; Maede, 2006). Concretamente, esta técnica se ha empleado para la identificación de 
algunas especies de caza mayor. Por ejemplo, Meyer y col. (1995) identificaron carnes 
marinadas y tratadas térmicamente de ciervo, corzo, alce, antílope, rebeco, muflón, jabalí, 
canguro, vaca, cabra, oveja, búfalo, cerdo, caballo, pollo y pavo, mediante la digestión con una 
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combinación de 20 enzimas de restricción de un fragmento de 359 pb amplificado en el gen 
mitocondrial citocromo b. 
Murray y col. (1995) utilizaron la región mitocondrial D-loop y un elevado número de 
enzimas de restricción para la identificación específica de antílope, caribú, “wapiti”, muflón, 
bisonte, cabra y vaca. No obstante, no consiguieron la diferenciación entre algunas de las 
especies de cérvidos analizadas.  
Matsunaga y col. (1998) diferenciaron carnes procedentes de especies de la familia 
Cervidae mediante la digestión enzimática con EcoRI, BamHI y ScaI de un fragmento específico 
de cérvidos de 194 pb amplificado en el gen mitocondrial citocromo b. 
Zimmerman y col. (1998) desarrollaron una técnica de PCR-RFLP para identificar ciervo, 
gamo, corzo, bisonte y liebre en mezclas cárnicas mediante la amplificación de un fragmento 
conservado de 981 pb del gen mitocondrial citocromo b, seguida de la restricción con las 
endonucleasas AluI y NcoI. 
Wolf y col. (1999) aplicaron esta técnica para detectar e identificar carnes procedentes de 
ciervo, gamo, alce, antílope, gacela, ñú, rebeco, cabra alpina, canguro, vaca, cabra, oveja, búfalo 
y liebre, utilizando el gen mitocondrial citocromo b y 11 enzimas de restricción. No obstante, no 
consiguieron diferenciar jabalí de cerdo doméstico, ni muflón de oveja. 
Montiel-Sosa y col. (2000) llevaron a cabo la identificación y diferenciación de carnes 
(frescas, curadas y tratadas térmicamente) procedentes de jabalí y cerdo doméstico, gracias a la 
digestión con la enzima AvaII de un fragmento específico de 531 pb amplificado en la región 
mitocondrial D-loop. Posteriormente, Krkoska y col. (2003) demostraron que los resultados 
obtenidos por Montiel-Sosa y col. (2000) no se reproducían tras analizar un elevado número de 
muestras de jabalí y cerdo doméstico, debido a la presencia de polimorfismos intraespecíficos. 
No obstante, Krkoska y col. (2003) lograron identificar correctamente el 90% de las muestras 
analizadas de jabalí y cerdo en el fragmento específico de 531 pb de la región D-loop gracias a 
los perfiles de restricción obtenidos con la enzima Tsp509I.  
Pascoal y col. (2004) realizaron un estudio de mercado con diversos productos cárnicos 
(frescos, curados, esterilizados, ahumados, precocinados y congelados) procedentes de 
especies de caza mayor, utilizando las enzimas de restricción PalI, MboI, HinfI y AluI en una 
técnica de PCR-RFLP. Los resultados obtenidos demostraron la existencia de un nivel elevado 
de fraudes de sustitución, ya que detectaron ADNs de especies animales distintas de las que se 
indicaban en el etiquetado de los productos analizados. 
Pfeiffer y col. (2004) también aplicaron con éxito la técnica de PCR-RFLP en el gen 
citocromo b para identificar ciervo, corzo y especies domésticas. 
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Maede (2006) empleó cebadores específicos de cérvidos, aves, bovinos, porcinos y 
equinos y 8 enzimas de restricción distintas para la autentificación de carne y productos cárnicos 
mediante PCR-RFLP. Además, este autor verificó los resultados obtenidos mediante una técnica 
de PCR-secuenciación. 
Park y col. (2007) desarrollaron una técnica de PCR-RFLP para identificar carnes de 
ciervo, vaca, cerdo, caballo, pollo, pato y pavo, utilizando un fragmento conservado de 455 pb en 
el gen mitocondrial 12S ARNr y las enzimas Tsp509I y MboI. 
La técnica de PCR-RFLP es sencilla, rápida, y no requiere el uso de instrumental 
complejo. Por ello, resulta muy apropiada para análisis rutinarios en laboratorios de control de 
calidad de alimentos (Branciari y col., 2000). Hoy día, una de las técnicas más prometedoras 
aplicadas a la identificación de especies animales es la técnica de PCR-RFLP lab-on-a-chip, que 
adapta la metodología convencional de electroforesis capilar a un formato de chip miniaturizado 
de un sólo uso (LabChip). El soporte LabChip lleva incorporados una serie de capilares 
directamente unidos a los pocillos donde se depositan las muestras. Los fragmentos de ADN 
resultantes de las digestiones enzimáticas se separan por electroforesis capilar y los perfiles de 
restricción generados se detectan en un analizador de fluorescencia gracias a una sonda 
marcada que hibrida con el ADN y un láser que induce la fluorescencia (Dooley y col., 2005a, b). 
El Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies Ltd., South Queensferry, UK) fue el 
primer instrumento disponible comercialmente en el uso de la tecnología de microfluidos para 
análisis de muestras biológicas (Figura 14). Este equipo abarca un amplio campo de 
aplicaciones en un único sistema compacto, permitiendo la realización de análisis de proteínas, 
DNA, RNA y células. Para ello, existen diferentes tipos de kits que incluyen reactivos y chips 
específicos para cada tipo de muestras. Actualmente, este dispositivo está reemplazando el 
empleo de la electroforesis en gel, ya que ha demostrado ser una alternativa más limpia, rápida y 
menos laboriosa (Panaro y col., 2000; Gottwald y col., 2001). 
La miniaturización de la instrumentación analítica tiene como ventajas sobre las técnicas 
convencionales: la mejora de la reproducibilidad y precisión de datos, tiempos de análisis más 
cortos, gran versatilidad, sencillez, un mínimo consumo de muestra y posibilidad de 
automatización debido a que proporciona datos digitales fáciles de analizar, interpretar y 
almacenar gracias al software Experto que incluye (Nachamkin y col., 2001).  
La tecnología lab-on-a-chip se ha empleado en la industria alimentaria para identificar 
especies animales (Dooley y Garret, 2001; Dooley y col., 2005a, b) y vegetales (Dooley y col., 
2003; Spaniolas y col., 2006), así como para detectar e identificar microorganismos patógenos y 
de interés tecnológico (Hierro y col., 2004; González y col., 2006) y organismos modificados 
genéticamente (OMG) (McDowell y col., 2001; Peano y col., 2005; Lee y col., 2007). Hasta el 
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momento, no se conocen trabajos publicados sobre identificación genética de especies animales 
de caza mayor mediante la técnica de PCR-RFLP lab-on-a-chip.  
II.3.2.5. PCR con cebadores específicos 
Una de las estrategias más comúnmente utilizadas en las técnicas de PCR aplicadas a la 
identificación de especies, consiste en el diseño de cebadores específicos para la amplificación 
selectiva de fragmentos de ADN a partir de diferentes organismos. Así, la técnica de PCR con 
cebadores específicos se ha utilizado para la autentificación de productos de origen animal como 
la leche y productos lácteos (De la Fuente y Juárez, 2005; Mayer, 2005; López-Calleja 2005a, b), 
pescado (Lockley y Bardsley, 2000b; Sezaki y col., 2005) y carne y productos cárnicos (Calvo y 
col., 2001; Lockley y Bardsley, 2002; Rodríguez y col., 2004; Di Pinto y col., 2005). No obstante, 
como ya se ha señalado, la aplicación de esta técnica para la identificación de especies de caza 
mayor está menos generalizada (Rajapaksha y col., 2002; Fajardo y col., 2007). 
Meyer y col. (1994) aplicaron una técnica de PCR con cebadores específicos para 
identificar la presencia de carne de cerdo en productos cárnicos tratados por calor. Para ello, 
amplificaron un fragmento específico de 108 pb del gen nuclear que codifica para la hormona de 
crecimiento (GH) a partir de ADN porcino. El límite de detección del ensayo fue de 
Figura 14. Equipo de tecnología lab-on-a-chip Bioanalizador Agilent 2100. 
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aproximadamente el 1%. 
 Matsunaga y col. (1999) emplearon una técnica de PCR múltiple para la identificación 
simultánea de carnes de cabra, pollo, vaca, oveja, cerdo y caballo en productos tratados por 
calor, mediante la amplificación de fragmentos específicos de especie en el gen mitocondrial 
citocromo b.  
Herman (2001) utilizó la técnica de PCR con cebadores específicos diseñados en el gen 
mitocondrial citocromo b para identificar vaca, oveja, cerdo, pollo y pavo.  
Rajapaksha y col. (2002) amplificaron mediante PCR un fragmento específico de 
aproximadamente 450 pb en la región del citocromo b para diferenciar carne de cérvidos de 
especies domésticas como vaca, cabra, búfalo, cerdo y oveja. 
Myers y col. (2003) detectaron la presencia de vaca, oveja, cabra, ciervo y alce en 
piensos animales mediante la amplificación por PCR de un fragmento conservado de ADN 
mitocondrial de 271 pb situado entre la subunidad citocromo oxidasa II y la tRNA-lisina. 
Rodríguez y col. (2004) desarrollaron una técnica de PCR empleando el gen mitocondrial 
12S ARNr para la identificación de vaca, oveja, cabra y cerdo en mezclas cárnicas mediante la 
amplificación de fragmentos específicos de especie. El límite de detección alcanzado fue del 1% 
para todas las especies analizadas, tanto en mezclas cárnicas frescas como tratadas 
térmicamente.  
Ha y col. (2006) detectaron la presencia de ADN de ciervo, vaca, oveja y cabra en 
piensos mediante el empleo de cebadores especie-específicos diseñados en los genes 
mitocondriales 12S y 16S ARNr. El nivel de contaminación detectado con tejido animal 
procedente de estas especies en productos vegetales y piensos fue del 0,05%. 
Kesmen y col. (2007) emplearon las dos subunidades de la ATP sintetasa (ATPasa 6 y 8) 
y de la NADH deshidrogenasa en una técnica de PCR para la detección específica de cerdo, 
caballo y burro en salchichas cocidas, mediante la amplificación específica de tres fragmentos de 
227, 153 y 145 pb, respectivamente. El límite de detección del ensayo fue del 0,1%.  
Tobe y col. (2008) emplearon una técnica de PCR con cebadores específicos para la 
identificación de 18 especies de mamíferos (ciervo, oveja, cabra, cerdo, caballo, burro, etc.) en el 
gen mitocondrial citocromo b.  
A pesar de su simplicidad, la identificación de especies animales en los alimentos 
mediante PCR, sin el apoyo de ninguna otra técnica complementaria, presenta el inconveniente 
de que es necesario conocer previamente las secuencias de las especies que se pretenden 
diferenciar, a fin de poder diseñar oligonucleótidos específicos para cada una de ellas. En la 
actualidad, este proceso es más sencillo gracias a que las bases de datos disponibles son cada 
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vez más completas. No obstante, en ocasiones la identificación es difícil de llevar a cabo porque 
hay algunas especies animales de las que no se conoce ninguna secuencia y también, por la 
dificultad que conlleva el diseño de cebadores que sean específicos para una sola especie 
(Pascoal y col., 2005; Fajardo y col., 2007).  
II.3.2.6. Estudio de secuencias repetitivas del ADN cromosómico  
Todas las técnicas genéticas expuestas se basan en la identificación de especies 
mediante la detección de diferencias de la secuencia nucleotídica de sus respectivos ADNs. En 
el ADN nuclear existe, además, otro tipo de variación que consiste en diferencias en el número 
de copias de determinadas secuencias nucleotídicas que se repiten a lo largo del genoma. Estas 
secuencias repetitivas del ADN cromosómico han demostrado, en los últimos años, ser 
marcadores genéticos de gran utilidad (Mascini y col., 2005; Orrú y col., 2006). 
La generalización de la utilización de las secuencias repetitivas como marcadores 
genéticos se debe precisamente a que se amplifican por PCR y a la facilidad de identificar alelos. 
Cada uno de los alelos de un individuo difiere en el número de unidades repetitivas que contiene 
en un locus determinado. Debido a las elevadas tasas de mutación que presentan las 
secuencias repetitivas y al gran número de alelos presentes en el genoma, estas regiones 
constituyen interesantes marcadores para la identificación de especies (Haberfeld y col., 1991). 
Las secuencias repetitivas del ADN nuclear se clasifican atendiendo a su tamaño en 
satélites, minisatélites y microsatélites. Los microsatélites son los más empleados en la 
actualidad debido a su pequeño tamaño, ya que se amplifican fácilmente mediante PCR. 
Además, las zonas que flanquean muchos de los microsatélites estudiados son muy 
conservadas entre especies pertenecientes a la misma familia e incluso al mismo género, 
permitiendo que los cebadores empleados para amplificar un microsatélite en una especie, se 
puedan emplear también en otras (Orrú y col., 2006).  
En el campo de la identificación de especies animales, el estudio de las secuencias 
repetitivas del ADN cromosómico se ha dirigido, sobre todo, al análisis de la variabilidad genética 
existente entre poblaciones de las principales especies animales de abasto como vaca (Edwards 
y col., 2000; Maudet y col., 2002; Verkaar y col., 2002), oveja (Arranz y col., 2001; Cockett y col., 
2001; Álvarez y col., 2004), cabra (Luikart y col., 1999; Fan y col., 2008) y cerdo (Sancristobal y 
col., 2006; Megens y col., 2008). Asimismo, se han publicado diversos estudios filogenéticos en 
especies de caza mayor como cérvidos (Tokarskaya y col., 2000; Poetsch y col., 2001; Li y col., 
2002; Royo y col., 2007), bóvidos salvajes (Petit y col., 1997; Pérez y col., 2002) y el jabalí 
(Rejduch y col., 2004; Rodrigáñez y col., 2008). Aunque el empleo de esta técnica directamente 
para la identificación de especies en los alimentos ha sido menor (Janssen y col., 1998; Buntjer y 
col., 1999; Mascini y col., 2005; Orrú y col., 2006; Sharma y col., 2006), es útil para la detección 
de polimorfismos y relaciones filogenéticas entre individuos, poblaciones o especies animales. 
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II.3.2.7. PCR en tiempo real 
Actualmente, las técnicas de PCR que se desarrollan en varios pasos, desde la 
amplificación del material genético al análisis de los productos resultantes, están evolucionando 
hacia procedimientos más rápidos y automatizados en un solo tubo. Estos avances en las 
técnicas de PCR se basan en la utilización de compuestos fluorescentes y presentan numerosas 
ventajas en el análisis rutinario de los alimentos. Por ejemplo, el tiempo necesario para obtener 
resultados se reduce, al no requerir el análisis electroforético posterior de los productos de PCR. 
Además, al realizarse todo el proceso en el mismo tubo se minimizan las posibilidades de 
contaminación con ADN exógeno y se facilita la automatización. Por otra parte, el equipo 
proporciona, en tiempo real (según transcurre la reacción de PCR), un resultado no cualitativo, 
sino numérico, que permite la cuantificación y el tratamiento estadístico de los datos obtenidos 
(Brodmann y Moor, 2003; López-Calleja y col., 2007). 
En los últimos años, se han descrito varios tipos de ensayos de PCR en tiempo real, que 
se pueden dividir en dos grandes grupos: sistemas no específicos y específicos. Los sistemas no 
específicos detectan la presencia o ausencia de amplicones, pero no proporcionan información 
sobre la identidad de los productos generados. En este tipo de ensayos se incluyen, por ejemplo, 
los que utilizan "agentes intercaladores fluorescentes" de la doble cadena de ADN como el 
bromuro de etidio y el SYBR® Green). Su principal inconveniente deriva de la posibilidad de 
producir falsos positivos si aparecen productos de PCR inespecíficos o dímeros de cebadores. 
Este inconveniente se evita con los sistemas específicos, en los que se emplean diversos tipos 
de sondas fluorescentes (TaqMan®, FRET, molecular beacons y scorpions), que hibridan 
específicamente en la secuencia del ADN diana. Dentro de los sistemas específicos, las sondas 
de hibridación tipo TaqMan® son las más generalizadas (López-Andreo y col., 2005; Rensen y 
col., 2006; Laube y col., 2007; López-Calleja y col., 2007; Jonker y col., 2008). 
Las aplicaciones de la técnica de PCR en tiempo real son múltiples, aunque el análisis 
cuantitativo de las secuencias de ácidos nucleicos se ha empleado principalmente en 
investigación biológica. Las aplicaciones en la industria alimentaria se circunscriben a tres 
sectores: 1) detección y cuantificación de organismos modificados genéticamente (OMG), 2) 
detección y enumeración de microorganismos y 3) autentificación de alimentos y piensos.   
La técnica de PCR en tiempo real ha permitido detectar y cuantificar diferentes especies 
animales en productos cárnicos (Walker y col., 2003, 2004; Dooley y col., 2004; Hird y col., 2005; 
López-Andreo y col., 2005, 2006; Schöenbrucher y col., 2007; Tanabe y col., 2007; Eugster y 
col., 2008; Jonker y col., 2008), lácteos (López-Calleja y col., 2007; Zhang y col., 2007) y de la 
pesca (Rehbein y Horstkotte, 2003; Sotelo y col., 2003; López y Pardo, 2005; Rasmussen y col., 
2008). No obstante, la aplicación de esta técnica para la detección cuantitativa de especies de 
caza mayor ha sido, hasta el momento, muy escasa (Fajardo y col., 2008).  
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Asimismo, esta metodología también se ha aplicado para detectar y cuantificar ADN 
bovino en harinas y piensos destinados a la alimentación animal (Lahiff y col., 2002; Mendoza-
Romero y col., 2004; Chiappini y col., 2005; Krcmar y Rencova, 2005; Rensen y col., 2005, 2006; 
Frezza y col., 2008).  
Brodmann y Moor (2003) utilizaron una técnica de PCR en tiempo real para la detección 
y semicuantificación de ADN de vaca en piensos. Para ello, diseñaron cebadores y sondas 
TaqMan® en el gen de la hormona de crecimiento (GH) bovino. El límite de detección conseguido 
fue del 1%.  
Sawyer y col. (2003) desarrollaron una técnica de PCR en tiempo real basándose en la 
región control del ADN bovino para cuantificar ADN de vaca en productos cárnicos. El límite de 
detección alcanzado fue del 2%.  
Dooley y col. (2004) cuantificaron ADN de vaca, cerdo, oveja, pollo y pavo en productos 
cárnicos crudos y tratados térmicamente, empleando dos sondas TaqMan® diseñadas en el gen 
citocromo b. El límite de detección alcanzado fue del 0,5%. 
Mendoza-Romero y col. (2004) utilizaron una técnica de PCR en tiempo real basada en 
secuencias repetitivas del genoma bovino para la detección de ADN de vaca en piensos.  
Chisholm y col. (2005) detectaron y cuantificaron ADN de caballo y burro en distintos 
productos comerciales mediante una técnica de PCR en tiempo real que utilizaba sondas 
TaqMan® MGB. Los cebadores y sondas empleados, diseñados en el gen mitocondrial citocromo 
b, detectaban niveles de hasta 1 pg de ADN de burro y 25 pg de ADN de caballo. 
Rensen y col., (2005) emplearon una técnica de PCR en tiempo real para la 
cuantificación de ADN de vaca en piensos utilizando sondas de tipo FRET diseñadas en el gen 
mitocondrial citocromo b. El límite de detección alcanzado fue del 0,001%.  
Rodríguez y col. (2005) utilizaron una técnica de PCR en tiempo real y una sonda 
TaqMan® para cuantificar ADN de cerdo en productos cárnicos.  
López-Andreo y col. (2005) consiguieron cuantificar ADN de vaca, cerdo, oveja, pollo, 
pavo y avestruz en distintos productos comerciales mediante el empleo de sondas TaqMan® 
MGB diseñadas en el gen nuclear 18S ARNr y en el gen citocromo b. El límite de detección 
alcanzado fue del 1% en cerdo, pollo, pavo y avestruz, y del 5% en vaca y oveja. Este mismo 
grupo investigador empleó una técnica de PCR en tiempo real para la cuantificación de ADN de 
vaca, cerdo, caballo y canguro empleando cebadores especie-específicos diseñados en el gen 
mitocondrial citocromo b y la molécula SYBR® Green (López-Andreo y col., 2006).  
Rensen y col. (2006) diseñaron cebadores y sondas específicas tipo FRET para la 
detección y cuantificación de ADN de rumiantes (vaca, oveja y cabra) en piensos mediante una 
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técnica de PCR en tiempo real basándose en el gen mitocondrial citocromo b. El límite de 
detección alcanzado fue del 0,05% en vaca y del 0,1% en oveja.  
Frezza y col. (2008) diseñaron cebadores específicos para detectar y cuantificar ADN de 
vaca, oveja, cerdo y pollo en piensos animales gracias al empleo del intercalador fluorescente 
SYBR® Green en un ensayo de PCR en tiempo real. El límite de detección de la técnica fue de 
0,01, 0,05 y 0,5 ng de ADN para vaca, oveja y pollo, respectivamente. 
Jonker y col. (2008) utilizaron una técnica de PCR en tiempo real basada en el empleo de 
sondas TaqMan® para la detección y cuantificación de ADN de vaca, oveja, cerdo, caballo, pollo 
y pavo en productos cárnicos procesados. El límite de detección alcanzado fue del 0,01%. 
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III.1. AUTHENTICATION OF GAME MEATS BY GENETIC TECHNIQUES 
III.1.1. PCR-RFLP TECHNIQUES 
 
• PCR-RLFP authentication of meats from red deer (Cervus elaphus), fallow 
deer (Dama dama), roe deer (Capreolus capreolus), cattle (Bos taurus), 
sheep (Ovis aries) and goat (Capra hircus). Journal of Agricultural and 
Food Chemistry 2006, 54, 1140-1150. 
• Analysis of mitochondrial DNA for authentication of meats from chamois 
(Rupicapra rupicapra), pyrenean ibex (Capra pyrenaica) and mouflon (Ovis 
ammon) by polymerase chain reaction-restriction fragment length 
polymorphism. Journal of AOAC International 2007, 90, 179-186. 
• Differentiation of European wild boar (Sus scrofa scrofa) and domestic 
swine (Sus scrofa domestica) meats by PCR analysis targeting the 
mitochondrial D-loop and the nuclear melanocortin receptor 1 (MC1R) 
genes. Meat Science 2008, 78, 314-322. 
• Application of PCR-RFLP analysis and lab-on-a-chip capillary 
electrophoresis for the species identification of game and domestic meats. 
Journal of the Science Food and Agriculture (manuscript in press). 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       75 
 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       76 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       77 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       78 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       79 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       80 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       81 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       82 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       83 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       84 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       85 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       86 
 
370 bp  
 M   1   2   3   4   5   6   7   8   9  10  C- 
M  1   2   3  4   5   6   7   8    M  1  2   3   4   5  6   7   8  
              III. RESULTS AND DISCUSSION       87 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       88 
 
   M   1     2a   2b    2c    3  
              III. RESULTS AND DISCUSSION       89 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       90 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       91 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       92 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       93 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       94 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       95 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       96 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       97 
 
              III. RESULTS AND DISCUSSION       98 
 
            III. RESULTS AND DISCUSSION       99 
 
Application of PCR-RF LP analysis and lab-on-a-chip capillary electrophoresis fo r the specifi c 
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Abstract 
BACKGROUND: The objective of this study was to adapt and improve previously published PCR-RFLP 
methods aimed to the identification of game and domestic meats, by replacing the gel electrophoretic steps 
for DNA fragment analysis by a chip-based capillary electrophoresis system.  
RESULTS: PCR amplification of a mitochondrial 12S rRNA gene fragment and subsequent digestions of 
the amplicons with either MseI or a combination of MboII, BslI, and ApoI endonucleases, generated 
characteristic PCR-RFLP profiles that allowed discrimination among ten relevant game and domestic meat 
species. The Agilent 2100 Bioanalyzer utilizes capillary electrophoresis on a microchip device that is 
capable of rapidly sizing DNA fragments offering a valuable recent development for the analysis of 
complex DNA banding patterns.  
CONCLUSION: Results obtained in this work indicated that banding resolution on the system was 
sensitive, with detection of some small DNA fragments that were not observed with the published 
conventional PCR-RFLP gel-based method. Therefore, the new faster and easy handling procedure 
provides an additional powerful tool that can be employed for meat speciation.  
Keywords: capillary electrophoresis; PCR-RFLP; game meat; 12S rRNA gene 
 
INTRODUCTION 
Game meat is an example of a susceptible target for fraudulent labeling due to the economic profit 
that results from selling cheaper meat as meat from more demanded and appreciated species.1 To protect 
consumers and ensure meat traceability along the food supply chain, the development of reliable and 
simple tools for the unequivocal identification of meat from game species is required.2,3 
DNA-based assays have been well received for meat authentication because of the relative stability 
of the DNA molecule under extreme conditions and its efficient amplification by polymerase chain reaction 
amplification (PCR).4 Among DNA-based methods, PCR and RFLP mapping have been successfully 
adapted for the detection of food substitution and species identification.5-7 
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Although PCR-RFLP technique is useful for identification purposes, it relies on the use of gel 
electrophoresis and staining for endpoint detection. These strategies are potentially hazardous and time-
consuming and may produce variable results in certain instances. To meet the demands of gene technology 
development, miniaturization of analytical and biological instruments have emerged rapidly in the past 
decades.8 The microchip-based capillary electrophoresis technology represents a valuable recent advance 
for the analysis of complex DNA banding patterns, in which the gel electrophoresis step is replaced by an 
automated LabChip electrophoretic system.9 The Agilent 2100 Bioanalyzer is the first commercially 
available device to utilize chip-based nucleic acid separation technology. The LabChip separates nucleic 
acid fragments by capillary electrophoresis in a microfluidic chip with microfabricated channels and 
automates the detection as well as on-line data evaluation.10  
The objective of the present study was to make progress on the identification of different game 
and domestic meat species by assembling and adapting previous PCR-RFLP techniques developed on the 
mitochondrial 12S rRNA gene11,12 to the lab-on-a-chip capillary electrophoresis technology.  
EXPERIMENTAL  
Selection of Meat Samples and DNA Extraction 
Authentic muscle samples of red deer (Cervus elaphus), fallow deer (Dama dama),  roe deer 
(Capreolus capreolus), chamois (Rupicapra rupicapra), mouflon (Ovis ammon), and pyrenean ibex 
(Capra pyrenaica) were obtained from the Department of Animal Pathology (Facultad de Veterinaria, 
Universidad Autónoma de Barcelona, Spain) and from several meat-cutting installations of the Comunidad 
de Madrid (Parque Natural “El Pardo”), Andalucía (Parque Natural Sierra de Cazorla, Segura y Las 
Villas), Asturias, Castilla-La Mancha (Ciudad Real and Toledo), and Extremadura (Badajoz). Cattle (Bos 
taurus), sheep (Ovis aries), goat (Capra hircus), and swine (Sus scrofa domestica) muscle samples were 
obtained from several local abattoirs and retail markets (Madrid, Spain). Each species was morphologically 
identified before the samples were obtained. Fresh muscle portions from all selected specimens were 
processed immediately or stored frozen at -20 ºC until use. 
Genomic DNA was obtained from meat using a Wizard® DNA Clean-up System kit (Promega 
Corp., Madison, WI) as described in a previous work.11 DNA concentration was estimated by UV 
absorption spectrophotometry at a wavelength of 260 nm.  
PCR-RFLP and Lab-on-a-chip Analysis of Meat s From Game and Domestic Species on th e 
Mitochondrial 12S rRNA Region  
PCR-RFLP  
A conserved fragment of ~720 bp was amplified from meats of red deer, fallow deer, roe deer, 
chamois, mouflon, pyrenean ibex, goat, sheep, cattle, and swine species, and subsequent enzymatic 
digestions of the amplicons were carried out for meat differentiation. The details and conditions for PCR 
amplification and RFLP restrictions were those described in previous studies.11,12 In line with these works, 
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sequence mapping information obtained with the EMBOSS software package from every authentic meat 
specimen, allowed the adoption of two strategies to obtain species-specific reference restriction patterns: a) 
one-step use of MseI restriction endonuclease, and b) combination of three independent restriction 
reactions with MboII, BslI and ApoI enzymes. 
Lab-on-a-chip Analysis of DNA Fragments 
The visualization of fragment profiles generated through restriction digests was carried out using 
DNA1000 LabChips (Capiler Technologies, Mountain View, CA) with the Agilent 2100 capillary 
electrophoresis lab-on-a-chip system (Agilent Technologies Ltd., South Queensferry, UK). Reagents and 
DNA1000 LabChips were prepared following the manufacturer’s instructions. Batches (~500 µL) of gel 
matrix (used to fill LabChip capillaries) were prepared as required. All reagents were stored at 4 ºC when 
not in use and allowed to reach room temperature for 1 h before use. Digested PCR products (5 µL) were 
mixed with 1 µL of 60 mM EDTA prior to loading on to LabChips, to achieve a final concentration of 10 
mM EDTA required to enzyme inactivation. Aliquots (1 µL) of the reaction mix were loaded on the 
LabChips following the manufacturer’s instructions, and analyzed with the 2100 Bioanalyzer and with the 
2100 Expert software. Fingerprints obtained for each meat species were compared to those reported 
previously using conventional gel electrophoretic separation methods.11,12 
RESULTS AND DISCUSSION 
The definition of the species contained in a food product is a crucial step in the food quality control 
to avoid possible commercial frauds. In this case, it is very important to assess that species of high 
commercial value are not sold partially or entirely substituted with other species of lower commercial 
value.4 To detect such frauds, polymerase chain reaction (PCR) has been widely applied for the analysis of 
food components because of its simplicity, specificity and sensitivity.13 An extension of this technique that 
has gained acceptance among meat species identification methods relies on processing the PCR fragments 
with selected endonucleases to generate specific restriction fragment length polymorphisms (PCR-
RFLP).2,3,5,14 In previous studies, we reported PCR-RFLP based assays using conventional agarose gel 
detection for the identification of game meats from some wild cervidae and caprinae species and their 
differentiation from commercially important domestic meats.11,12 The objective of the present work was to 
compile the results of these works and to make a further progress in the existing PCR-RFLP approaches by 
using a chip-based capillary electrophoresis system for DNA fragment separation, detection and analysis. 
To analyze PCR-RFLP fingerprints, the new method uses the Agilent 2100 Bioanalyzer, which is a recent 
generation of capillary electrophoresis lab-on-a-chip devices, capable of rapidly sizing small DNA 
fragments.10 
As it was previously evidenced, the mitochondrial primers 12S-FW and 12S-REV designed by us11 
amplified a conserved ~720 bp region from the 12S rRNA gene of all the species analyzed (results not 
shown). After amplification with the conserved primer pair, PCR-RFLP was applied to distinguish the 
species by means of the use of the MseI, as well as a combination of MboII, BslI and ApoI endonucleases. 
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The assay takes advantage of the observed 12S rRNA nucleotide variation among the different meat species 
included in the study.11,12  
Following cleavage of the conserved amplified 12S rRNA gene fragments with the chosen 
restriction enzymes, PCR-RFLP patterns were resolved using DNA1000 LabChips on the 2100 
Bioanalyzer to confirm the presence of species-specific restriction profiles. The DNA1000 LabChip is 
reported to enable good discrimination of DNA fragments ranging from ~25 to 1000 bp, which are 
detected using a fluorescent DNA-binding dye and laser-induced fluorescence.10,15 Fragment sizing is 
achieved by comparison to DNA size markers.  
Figure 1 is a computer-generated gel image using the 2100 Expert software, including the 12S 
rRNA gene fingerprints generated by the MseI endonuclease restrictions. As can be noticed, MseI patterns 
allow differentiation of red deer, fallow deer, roe deer, chamois, mouflon, pyrenean ibex, cattle, sheep, 
goat and swine species. These results agree with antecedent findings,11,12 showing that the enzyme can be 
applied overall to the one-step differentiation of the ten analyzed meat species.  
 
 
Figure 2 shows the results obtained following restriction analysis of 12S PCR products from all 
the target species on the 2100 Bioanalyzer, after incubation of the DNAs with MboII, BslI, and ApoI 
endonucleases. As shown, the conserved cleavage sites present on the target sequences for the three 
enzymes generated a single and differentiable PCR-RFLP pattern for each of the analyzed species. These 
findings match with PCR-RFLP results of a previous study comprising the identification of cervidae and 
domestic meats.11 Moreover, they add the advantageous feature to demonstrate the ability of the three 
selected endonucleases to differentiate the wild cervidae, caprinae and the domestic meat species when 
analyzed all together by the PCR-RFLP lab-on-a-chip technique. 
 
M     1      2      3     4     5      6     7      8      9    10    11    12   13    M 
Figure 1. PCR-RFLP profiles generated by the Agilent 2100 Bioanalyzer from 12S rRNA gene PCR products 
digested with MseI endonuclease. Samples are: (1) undigested PCR product, (2, 3) red deer, (4) 
fallow deer, (5, 6) roe deer, (7) chamois, (8) mouflon, (9) pyrenean ibex, (10) goat, (11) cattle, (12) 
sheep, and (13) swine. L, Molecular weight marker. 
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Average sizes of the observed PCR-RFLP fragments following restriction analysis of 5 individuals 
of each of the species selected in this study is shown in Table 1. Some authors report that the Agilent 
Bioanalyzer 2100 showed difficulties in resolving DNA fragments smaller than ~ 35 bp, probably because 
they were too close to the sizing limits for the DNA1000 LabChip (estimated in 25 to 1000 bp) or did not 
fluorescence sufficiently to be detected.10,15 In this work, DNA fragments of 35-50 bp which could not be 
visualized previously in traditional agarose gels can be detected in some MseI digests (Fig. 1), highlighting 
the improved band resolution of this method in comparison to the conventional gel electrophoretic 
detection. However, it should be mentioned that the 2100 Expert software measured the DNA fragments 
with small differences with respect to the sizes reported by the mentioned conventional PCR-RFLP 
approach.11,12 These observations are in line with other works that also report minor variations (around 5%) 
among the predicted and the observed fragments when using the 2100 Expert software.15 In the present 
work, the largest observed difference between predicted and experimentally observed fragment sizes in the 
profiles generated by the Agilent 2100 Bioanalyzer was around 8%. Nevertheless, DNA sizing results 
remained consistent after analysing 5 individuals of each selected meat species, permitting their unfailing 
identification. 
The results obtained herein show that the identification of the ten game and domestic meats studied 
using the Agilent 2100 Bioanalyzer is feasible, providing an improvement on PCR-RFLP fragment 
resolution and detection in comparison with the conventional gel-based method. The Agilent 2100 
Bioanalyzer is designed to rapidly analyze DNA fragments of various sizes and has the potential to allow 
any laboratory to perform molecular analysis without the need for specialized electrophoresis and 
Species (n=5)* MseI  MboII  BslI  ApoI 
399, 121, 64, 56, 39 
Red deer 
269, 141, 122, 65, 57, 39 397, 340 232, 199, 136, 108, 99  599, 109, 76 
Fallow deer 404, 179, 56 515, 233 232, 197, 135, 107, 98  598, 109, 77
235, 119, 86, 77, 57, 39  
Roe deer 
235, 127, 118, 77, 57, 38 396, 234, 108 320, 197, 136, 107  682, 79 
Chamois 429, 142, 66, 38 397, 232, 109 316, 198, 135, 106  557, 216
Mouflon 429, 121, 81, 77, 21 393, 232, 109 321, 198, 133, 106  440, 220, 110
Pyrenean Ibex 412, 190, 39 394, 233, 107 254, 198, 134, 107, 79  662, 109
Goat 415, 129, 69, 39 398, 234, 107 254, 198, 134, 106, 80  667, 109
Cattle 393, 160, 67, 39 396, 232, 106 320, 197, 136, 106  670, 109
Sheep 430, 121, 82, 79 394, 233, 109 321, 198, 134, 107  440, 219, 109
Swine 631, 38  385, 317  323, 191, 129, 106  751 
*n = number of individuals analyzed from each species 
Standard deviation obtained for each species was less than 1% 
Table 1. Average sizes of the PCR-RFLP fragments obtained following separation of DNA cleaved 
with MseI, MboII, BslI, and ApoI enzymes on DNA1000 LabChips using the Agilent 
Bioanalyzer 2100.  
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photography equipment.9 Using the DNA100 LabChip, up to 12 samples can be tested in a single run, 
usually taking 1 to 2 hours from start to finish, including postanalysis. Furthermore, the manipulation of the 
plastic chips is easier and less harmful compared to conventional gels which require handling during the 
DNA staining and detection stages.15,16 Owing to its advantages, the lab-on-a-chip system can provide ease 
standardization of DNA profiling between laboratories and it seems advantageous for routine species 
identification in inspection programs destined to enforce labeling regulation of meat products. 
 M     1       2      3       4      5      6      7      8     9     10    11    M 
 M     1       2      3       4      5      6       7      8      9     10    11    M 
M    1       2      3       4      5      6     7      8      9     10    11  M 
2a 
2b 
2c 
Figure 2. PCR-RFLP profiles generated by the Agilent 2100 Bioanalyzer from 12S rRNA gene PCR products 
digested with MboII (2a), BslI (2b) and ApoI (2c) endonucleases. Samples are: (1) undigested PCR 
product, (2) red deer, (3) fallow deer, (4) roe deer, (5) chamois, (6) mouflon, (7) pyrenean ibex, (8) 
goat, (9) cattle, (10) sheep, and (11) swine. L, Molecular weight marker. 
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III.1.2. PCR USING SPECIES-SPECIFIC PRIMERS 
 
• Identification of meats from red deer (Cervus elaphus), fallow deer (Dama 
dama) and roe deer (Capreolus capreolus) using polymerase chain reaction 
targeting specific sequences from the mitochondrial 12S rRNA gene. Meat 
Science 2007, 76, 234-240. 
• PCR identification of meats from chamois (Rupicapra rupicapra), pyrenean 
ibex (Capra pyrenaica) and mouflon (Ovis ammon) targeting specific 
sequences from the mitochondrial D-loop. Meat Science 2007, 76, 644-
652. 
III.1. AUTHENTICATION OF GAME MEATS BY GENETIC TECHNIQUES 
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III.1. AUTHENTICATION OF GAME MEATS BY GENETIC TECHNIQUES 
III.1.3. REAL-TIME PCR TECHNIQUES 
 
• Real-time PCR for detection and quantification of red deer (Cervus 
elaphus), fallow deer (Dama dama) and roe deer (Capreolus capreolus) in 
meat mixtures. Meat Science 2008, 79, 289-298. 
• Real-time PCR for quantitative detection of chamois (Rupicapra rupicapra) 
and pyrenean ibex (Capra pyrenaica) in meat mixtures. Journal of AOAC 
International 2008, 91, 103-111.  
• A LightCycler TaqMan® assay for quantitative detection of chamois 
(Rupicapra rupicapra) and pyrenean ibex (Capra pyrenaica) in meat 
mixtures. Food Science and Technology International (manuscript under 
revision).  
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Abstract 
Accurate quantitative assays are required for enforcing food labeling procedures and preventing 
food ingredient contamination, misdescription and fraud. Two species-specific TaqMan® systems and a 
eukaryotic endogenous TaqMan® system were combined in a real time PCR approach to achieve 
quantification of chamois and pyrenean ibex meats in meat mixtures. The caprinae-specific systems were 
based on the amplification of a 133 bp fragment of the 12S rRNA gene from chamois DNA, whereas an 88 
bp fragment from the D-loop region was amplified from pyrenean ibex DNA. Universal primers amplified 
a 141 bp fragment on the nuclear 18S rRNA gene from eukaryotic DNA. The Ct (threshold cycle) values 
obtained with the 18S rRNA primers are used to normalize those obtained from each of the caprinae-
specific system, serving as endogenous control for the total content of PCR-amplifiable DNA in the 
sample. Analysis of experimental raw and heat-treated binary mixtures of chamois and pyrenean ibex meat 
in a swine meat matrix demonstrated the suitability of the assay for the detection and quantification of the 
target DNAs in the range of 0.1 – 25%, depending on the species and treatment of the meat samples.  
Keywords: Species identification; 12S rRNA; 18S rRNA; D-loop; caprinae; chamois; pyrenean ibex; 
TaqMan®. 
 
INTRODUCTION 
Food safety and food quality have become a priority for consumers and producers. Traceability is 
essential to preserve both safety and quality, becoming particularly necessary to verify the origin of foods 
with special emphasis in high quality branded products (Dalvit et al. 2007). In this context, the meat sector 
is characterised by the high commercial value of many of its products obtained with the use of a wide 
variety of technological processes (Pascal & Mahé, 2001). Among meat foodstuffs, game specialties are 
considered as a delicacy and command a high price compared to other meats due to their particular and 
intense flavor, the low amount of fat and cholesterol and the high levels of polyunsaturated fatty acids 
(Wolf et al. 1999; Hoffman and Wiklund, 2006). Since detection of intentional or unintentional substitution 
of high-priced meat for species of less value is a challenging problem in the meat industry, the ability of 
methods to assess food sources and authenticate delicacy products such as game meats is of prime 
importance for this sector (Popping, 2002). 
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In the last decade, PCR-based assays have demonstrated to be highly specific, sensitive and useful 
tools for the detection of animal species not only in unprocessed foods but also in heat-treated, marinated or 
fermented samples (Rodríguez et al. 2004; Fajardo et al. 2006; Sáez et al. 2004). Still, the limitations of the 
standard PCR assays include lack of quantitation of end-point analysis and require postamplification 
handling of PCR products, thereby extending the risk of laboratory contamination and false-positive results 
(Herman, 2001; Lahiff et al. 2001). Conversely, real-time quantitative PCR is progressively being adopted 
as a fast, accurate, and specific means for specific identification, providing quantitative measurements and 
a high degree of automation (Sawyer et al. 2003; Zhang et al. 2007).  
Different principles are commonly used for real-time PCR detection, being all of them based on 
the measurement of fluorescence during the PCR. The use of double-stranded DNA intercalating dyes such 
as SYBR® Green, enable simultaneous and rapid detection of the DNA, but lack specificity for the desired 
target molecule. Post-PCR melting curve analysis of the amplified product is then incorporated in the 
protocol, so that spurious amplification products are easy to distinguish (Sawyer et al. 2003; López-Andreo 
et al. 2006). Another approach for real-time PCR development relies on probe-based chemistries that allow 
specific detection and quantification of the target by the use of fluorescent labeled sequence specific 
hybridization probes (Zhang et al. 2007). Among them, the TaqMan® real-time assay utilizes the 5’ 
nuclease activity of Taq DNA polymerase to hydrolyze an internal fluorogenic probe during the PCR 
amplification process. The TaqMan® probe is doubly labeled with both a reporter dye and a quencher dye 
and hybridizes to an internal region within the targeted amplicon. As the DNA target is amplified during 
the extension cycle of the PCR, the 5’ nuclease activity of Taq DNA polymerase hydrolyzes the TaqMan® 
probe allowing an increase in reporter dye emission proportional to DNA amplification. With this 
approach, the specificity of the reaction is increased because the probe will only bind to the desired 
sequence within the amplicon (López-Calleja et al. 2007; Dooley et al. 2004). 
In a previous study, we reported a real-time PCR-based assay for the quantitative detection of 
DNA from chamois (Rupicapra rupicapra) and pyrenean ibex (Capra pyrenaica) meats by means of the 
non-specific fluorescent dye SYBR® Green as detection platform (Fajardo et al. 2008). In this work, an 
alternative real-time PCR approach based on the use of species-specific oligonucleotide primers and 
TaqMan® internal probes was developed to detect small quantities of chamois and pyrenean ibex DNAs in 
raw and heat-treated meat mixtures. The assay relies on mitochondrial 12S rRNA and D-loop sequences as 
specific target genes and a eukaryotic 18S rRNA system as endogenous control.  
EXPERIMENTAL 
Meat samples and DNA extraction 
Authentic muscle samples of chamois (Rupicapra rupicapra), pyrenean ibex (Capra pyrenaica), 
mouflon (Ovis ammon), red deer (Cervus elaphus), fallow deer (Dama dama), roe deer (Capreolus 
capreolus), cattle (Bos taurus), sheep (Ovis aries), goat (Capra hircus), and swine (Sus scrofa domestica) 
were obtained from different sources (Fajardo et al., 2007b). 
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Two independent binary mixtures of chamois or pyrenean ibex meat in a swine meat matrix were 
prepared to contain different percentages (0.1, 1, 5, 10, and 25% wt/wt) of the corresponding target species 
as described by Fajardo et al. (2008). 
DNA was extracted with the Wizard® DNA Clean-up system (Promega, Madison, WI, USA), 
following a previously described procedure (Fajardo et al., 2006). DNA concentration was estimated by 
UV absorption spectrophotometry at a wavelength of 260 nm. 
Oligonucleotide primers and probes 
The primers used for the specific quantification of the target species by the real-time PCR 
developed were those designed in previous works based on sequence multialignments (Fajardo et al. 2007; 
2008). These were 12SRPQFW-12SRPQREV and PIDLOOPFW-PIDLOOPREV, aimed for the specific 
detection of a 133 bp and an 88 bp fragment in chamois and pyrenean ibex species, respectively. Similarly, 
a 141 bp fragment of the 18S rRNA gene flanked by 18SpEUDIR and 18SpEUINV primers (Fajardo et al., 
2008) was used as an endogenous control in order to normalize results obtained with each caprinae-specific 
PCR system. 
To accomplish the detection procedure, two specific fluorescent hybridization TaqMan® probes 
were used, one for the chamois and another for the pyrenean ibex PCR system (CHAMOISTM and 
IBEXTM, respectively). Besides, a third conserved TaqMan® probe (18SPROBE) was utilized for the 
endogenous PCR system. The three TaqMan® probes were designed in cooperation with TibMolBiol 
(Berlin, Germany). The specific CHAMOISTM and IBEXTM probes were based on mitochondrial 
sequences data obtained in previous works for several meat species (Fajardo et al. 2007; 2007b). For the 
design of the endogenous TaqMan® probe, nuclear 141 bp 18S ARNr amplicons were obtained in all the 
selected meat species with 18SpEUDIR/18SpEUINV primers, and were subsequently purified and 
sequenced as described previously (Fajardo et al., 2007b). The sequences were published in the National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) database with the following accession numbers: chamois 
(AM711876), pyrenean ibex (AM711870), mouflon (AM711874), red deer (AM711872), fallow deer 
(AM711873), roe deer (AM711868), cattle (AM711877), sheep (AM711875), goat (AM711869), and 
swine (AM711871). Further multialignment of the sequences allowed the design of the TaqMan® probe 
conserved sequence for the endogenous PCR system. 
The TaqMan® probes (manufactured by TibMolBiol) were aimed to anneal within the gene 
fragment generated by amplification of the corresponding target and were labeled with the fluorescent 
reporter dye 6-carboxyfluorescein (FAM) on the 5´ end, and with the 6-carboxy-tetramethylrhodamine 
(TAMRA) fluorescent quencher dye on the 3´ end. The sequences and description of the primers and 
probes used in this work are summarized in Table 1.  
PCR amplification 
The PCR was run under generic cycling conditions. To determine the optimal quantity of primers, 
preliminary tests were performed using equimolar primer concentrations (50 nM, 300 nM, and 900 nM). 
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Table 1. Oligonucleotide primers and TaqMan® probes used in this study 
 
The concentrations of primers yielding the highest endpoint fluorescence and the lowest Ct (data not 
shown) were 300 nM and 900 nM of specific chamois forward (12SRPQFW) and reverse (12SRPQREV) 
primers, respectively, and 900 nM of specific pyrenean ibex (PIDLOOPQFW-PIDLOOPQREV) primer 
pair. The endogenous control (eukaryotic) system used 300 nM of forward primer (18SpEUDIR) and 900 
nM of reverse primer (18SpEUINV). The real-time PCR reactions were carried out using the LightCycler® 
TaqMan® Master (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), 2 pmol of each TaqMan® probe 
(TibMolBiol), and 5 or 25 ng of DNA from chamois or pyrenean ibex, respectively. Amplification 
reactions were performed in a total reaction volume of 10 μL in a glass capillary tube and were run on the 
LightCycler® 2.0 Instrument (Roche Applied Science, Pensberg, Germany) with the following program: 10 
min at 95 ºC (denaturation and Taq polymerase activation), an amplification program of 45 cycles at 95 ºC 
for 10 s, 60 ºC (for chamois) or 55 ºC (for pyrenean ibex) for 30 s, and 72 ºC for 1 s.  
The same program was used to amplify each of the two caprinae-specific systems along with the 
endogenous control PCR fragments. Unless otherwise indicated, all real-time PCR reactions were carried 
out in duplicate. 
Construction of the standard curve 
Raw and sterilized binary mixtures of chamois or pyrenean ibex meat in swine meat were prepared 
with different percentages of the target species (ranging from 25% to 0.1%) and used as standard curve in 
real-time PCR. From each percentage, 5 ng (chamois) or 25 ng (pyrenean ibex) of DNA were included in 
each amplification reaction. 
Primers/Probes Length Sequence (5´ to 3´) Description 
Chamois specific system    
12SRPQFW 25 GGCGTAAAACGTGTTAAAGCAGCTC Chamois specific forward primer 
12SRPQREV 30 TTTGGGTCTTCGCTATAGTGTGTCAGTTAC Chamois specific reverse primer 
CHAMOISTM 30 6FAM-AGCCATAAACTATAACAAAAATAAATGACGA-TMR Chamois specific TaqMan® probe 
Pyrenean ibex specific system    
PIDLOOPQFW 26 CCTTCACACAGTTTATTATATGTCGG Pyrenean ibex specific forward primer 
PIDLOOPQREV  26 ACCATAAAATGTAGTGTACACATGCC Pyrenean ibex specific reverse primer 
IBEXTM 20 6FAM-CCTACATRCATGCAGTACTA-TMR Pyrenean ibex specific TaqMan® probe 
Endogenous system    
18SpEUDIR 29 GGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGGAC Eukaryotic forward primer 
18SpEUINV 25 ATACGCTATTGGAGCTGGAATTACC Eukaryotic reverse primer 
18SPROBE 28 6FAM-AAGTGGACTCATTCCAATTACAGGGCCXT—TMR Eukaryotic TaqMan® probe 
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Data analysis 
The amount of chamois or pyrenean ibex DNA in an unknown sample was measured by 
interpolation from a standard curve of Ct values generated from known starting DNA concentrations: 5 ng 
of chamois or 25 ng of pyrenean ibex DNAs extracted from different percentages (ranging from 0.1 to 
25%) of the experimental caprinae/swine meat mixtures. Total DNA quantity in each caprinae/swine 
mixture was determined by reporting the Ct value in the endogenous system (CtEUS), whilst chamois or 
pyrenean ibex DNA quantity was fixed by reporting the Ct value in the appropriate caprinae-specific 
system (CtRPS for chamois and CtPIS for pyrenean ibex). The Ct corresponding to the percentage of the 
target caprinae DNA in an unknown sample (CtRP or CtPI) was determined as the ratio of the 
corresponding caprinae-specific to total DNA threshold cycles, following previously reported 
normalization equations (Fajardo et al., 2008): 
CtRP= CtEU * CtRPS/CtEUS (for chamois samples) 
CtPI= CtEU * CtPIS/CtEUS (for pyrenean ibex samples) 
where CtEU is the threshold cycle average value of the standard samples (binary mixtures) using 5 ng 
(chamois) or 25 ng (pyrenean ibex) of DNA in the endogenous PCR system; CtRPS or CtPIS is the Ct value 
of the unknown sample analyzed with the chamois or pyrenean ibex specific PCR system, respectively; 
CtEUS is the Ct value of the unknown sample analyzed with the endogenous PCR system, and CtRP or CtPI 
is the Ct value corresponding to the percentage of chamois or pyrenean ibex DNA, respectively, of an 
unknown sample.  
The correlation between the variables, threshold cycle (Ct) and concentration ([ ]) is 
semilogarithmic: 
Ct= b log [ ] + a 
where b is the slope and a is the intercept.  
A validation protocol of linearity test, regression line, sensitivity and precision parameters of the 
caprinae-specific real-time PCR systems were evaluated as previously described (Camacho et al., 1993; 
ICH, 2005; Fajardo et al., 2008). 
To carry out the validation of the real-time PCR technique, three separate DNA extractions of each 
percentage of chamois or pyrenean ibex in the corresponding binary caprinae/swine mixtures were assayed 
in different days, using two replicates of each sample.  
RESULTS AND DISCUSSION 
Real-time PCR system set-up  
In an effort to improve the quantitative detection of chamois and pyrenean ibex in meat mixtures, 
two caprinae-specific primer pairs and a eukaryotic primer set previously used in a real-time SYBR® Green 
PCR method (Fajardo et al., 2008) were adapted to a probe-based real-time PCR format. The developed 
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assay uses hydrolysis TaqMan® probes designed complementary to internal caprinae-specific 
mitochondrial DNA sequences flanked by the primers.  
The chamois-specific primers (12SRPQFW-12SRPQREV) designed on the 12S rRNA gene 
(Fajardo et al., 2008) amplify a 133 bp fragment in this species, whereas the PIDLOOPQFW-
PIDLOOPQREV primer pair amplifies a specific 88 bp fragment from pyrenean ibex D-loop region 
(Fajardo et al., 2007). Two specific fluorescently labeled TaqMan® probes, CHAMOISTM and IBEXTM, 
were used in the corresponding caprinae-specific PCR systems for chamois and pyrenean ibex meats 
detection, respectively.  
Besides the species-specific TaqMan® PCR systems, endogenous control primers designed on the 
18S ARNr (18SpEUDIR-18SpEUINV) were used together with the conserved TaqMan® probe 
(18SPROBE) to detect, with approximately the same efficiency, a DNA fragment of 141 bp from all the 
eukaryotic organisms tested. A number of authors have considered sources of error in interpreting positive 
amplification results, particularly with regard to false positives from nucleic acid contamination. However, 
less attention has been given to false negative reactions. False negatives can be the result of failed PCR 
reactions due to expired reagents, poor technique, equipment deficiency or presence of nucleic acid 
inhibitors. To reveal possible failures in amplification reactions and improve quantification of DNA from 
different species in food products, the use of an endogenous control PCR is recommended (López-Andreo 
et al., 2005; Hoorfar et al., 2004). The eukaryotic system used in this work allows to have a measurement 
of the total amplifiable DNA present in the sample, as well as to normalize the results obtained with the 
specific probes. 
Because heat degradation of DNA may occur under processing treatments applied to some meat 
products, it is essential to choose short amplicon sizes to obtain consistent PCR amplification results (Hird 
et al. 2006). The quantitative real-time TaqMan-based assay reported in this work takes advantage of the 
detection of small-size DNA amplified fragments (133, 88 and 141 bp), which means that it is feasible to 
characterize and quantify DNA from highly degraded sources (Zhang et al. 2007; Rodríguez et al. 2005). 
Specificity 
Each caprinae-specific PCR system was tested for their selectivity and cross-reactivity by analysis 
of DNAs obtained from different game and domestic meat species. All species were analyzed in duplicate 
(two separate extractions and PCR reactions from each species).  
The chamois-specific system (12SRPQFW-12SRPQREV primers and CHAMOISTM probe) 
amplified a 133 bp fragment from chamois (Ct value of 17.65±0.14), whereas no detection signal was 
achieved with DNA from other game and domestic meat species like mouflon, pyrenean ibex, red deer, 
fallow deer, roe deer, cattle, sheep, goat, and swine meat samples. A Ct value of 45.0 is measured if no 
amplification signal is detected after 45 cycles. Similarly, the PIDLOOPQFW/PIDLOOPQREV primer pair 
together with the IBEXTM probe detected a fragment of 88 bp in samples from pyrenean ibex meat (Ct 
value of 19.90±0.32), showing no cross amplification with DNAs from the rest of the meat species 
analyzed. TaqMan® approaches require the effective binding of a specific probe in addition to the binding 
            III. RESULTS AND DISCUSSION       149 
 
of the specific PCR primers, increasing the reaction specificity, which usually does not require any further 
analysis (Sawyer et al., 2003; López-Andreo et al., 2006). Compared with a previously reported SYBR® 
Green real-time PCR study (Fajardo et al., 2008), the specificity of the method has further been enhanced 
thanks to the use of a target-specific TaqMan® probe in each of the caprinae PCR systems. 
In both systems, the eukaryotic primers (18SpEUDIR/18SpEUINV) and probe (18SPROBE) 
detected a 141 bp fragment from all the species analyzed. With this system, all tested species showed Ct 
values between 16.68 and 17.90.  
Efficiency and quantification limit 
The efficiency and quantification limit of the real-time PCR assay developed were evaluated from 
the standard curve made with the experimental binary mixtures containing different percentages of either 
chamois (0.1, 1, 5, and 10%) or pyrenean ibex (0.1, 1, 5, 10, and 25%) meat in a swine meat matrix. 5 ng 
(chamois/swine) and 25 ng (pyrenean ibex/swine) of DNA from each binary mixture percentages were 
analyzed with the corresponding species-specific and endogenous TaqMan® PCR systems. Figure 1 shows 
the fluorescent profiles of the PCR products amplified in the raw binary mixtures with chamois (1a) and 
pyrenean ibex (1b) specific TaqMan® PCR systems, plotted against cycle number. It should be noted that in 
the chamois-specific system, the binary mixture containing 25% of the target species was not used to 
construct the standard curve, due to saturated fluorescence values generated at this chamois DNA 
concentration. Fluorescent profiles obtained after real-time PCR analysis of the sterilized caprinae binary 
mixtures follow a similar pattern to that of the raw mixtures (not shown). Normalization was carried out on 
fluorescent results obtained for each percentage with the two caprinae-specific systems and with the 
endogenous control, and these data were used as calibration curve for further statistical studies. Results of 
the efficiency of the PCR approach for raw experimental binary mixtures are shown in Fig. 2. The slope of 
log input amount vs. ΔCt has a value of –3.31 for chamois-specific system (2a), and –3.22 for pyrenean 
ibex-specific system (2b), near to the value of –3.32 corresponding to a 100% PCR efficiency. Similarly, 
Figure 3 shows results obtained after analyzing sterilized experimental mixtures.  
The quantification limit for each caprinae-specific PCR system was also calculated from the 
standard curves obtained with the experimental binary mixtures shown in Figs 2 and 3. The quantification 
limit for the chamois-specific system was estimated from the chamois standard curve as the DNA amount 
yielding a Ct value of 45 (the mean value less twice the standard deviation (SD) of the non-target species 
and negative controls). This value was 4.2x10-9 ng, which corresponds to 4.2x10-8 % chamois DNA in a 
raw mixture if 5 ng of total DNA are used in the assay (Fig. 2a). Using the same approach, the 
quantification limit for pyrenean ibex (Ct  value of 45) specific system when analyzing 25 ng of DNA from 
raw meat mixtures corresponded to 2.8x10-6% pyrenean ibex DNA (Fig. 2b). On the other hand, in 
sterilized binary mixtures, the quantification limits for chamois and pyrenean ibex specific PCR systems 
were 2.2x10-6 (Fig. 3a) and 4.2x10-5 (Fig. 3b) % DNA, respectively. It should be noted that although 
sterilization treatment (121 ºC for 20 min) may reduce the amount of detectable DNA, positive signals were 
also observed in thermally treated samples containing 2.2x10-6 and 4.2x10-5 % of chamois and pyrenean 
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1a 
10% 5%   1%     0.1% 
1b 
25% 10% 5%    1%    0.1%
Fig. 1. Fluorescent profiles of PCR products generated in duplicate with the chamois or pyrenean ibex-
specific PCR systems from the corresponding chamois/swine (1a) and pyrenean ibex/swine (1b) 
raw binary mixtures containing 25 (only in 1b), 10, 5, 1, and 0.1% of the target species, plotted 
against cycle number.  
 
ibex DNA, respectively. It is widely reported that the intensity of the heating and pressure of food 
processing treatments such as sterilization clearly affects DNA fragmentation and can lead to false-negative 
results (Hird et al. 2006). In the present work, the length of the amplified DNA fragments minimized 
sensitivity to degraded DNA templates.  
It can be assumed that the real-time PCR method developed allows quantification of minute 
amounts of chamois or pyrenean ibex DNA as long as the reference sample used has received the same 
treatment than the samples analyzed. So, because of the variations found in the amount and quality of 
amplifiable DNA in the real-time PCR assay developed, different calibration curves should be used in 
accordance with the target species, the tissue matrix and the heat treatment applied in order to achieve 
reliable quantification of caprinae meat content in a sample. 
Linearity and sensitivity 
Linearity of the chamois and pyrenean ibex real-time PCR response was analyzed for each 
experimental raw and heat-treated binary mixture. In each case, Cochran’s test, regression analysis, and 
variance analysis with Lack of-Fit parameters were evaluated following previous validation protocols 
(Camacho et al., 1993; ICH, 2005; Fajardo et al., 2008). The results are summarized in Figs 2 and 3.  
Normalized Ct values obtained from the raw and heat-treated meat mixtures of chamois and 
pyrenean ibex in swine, plotted versus the logarithm of the DNA concentrations, were used to test the 
sensitivity of the real-time PCR method. Figures 2 and 3 show the discriminating capacity, which is the 
least difference in logarithm of target DNA concentration in the mixture that the analytical method can 
discriminate with a significant level. 
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Fig. 2.  Normalized Ct values obtained from raw meat mixtures of chamois (2a) and pyrenean ibex (2b) in 
swine, plotted versus the logarithm of the DNA concentrations. Linearity test, regression line and 
sensitivity parameters are calculated for each caprinae-specific PCR system. Three different DNA 
extractions performed on different percentages of chamois (10, 5, 1 and 0.1%) or pyrenean ibex (25, 
10, 5, 1, and 0.1%) species in the raw meat mixtures were used as standards. 
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***p>0.05   
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Accuracy and precision 
The accuracy of the real time PCR assay was analyzed from three meat percentages (10, 5 and 1%) 
of each raw and heat-treated binary mixture samples. Accuracy is reported as percentage recovery by the 
assay of known added amounts of analyte in the sample. Using the Snedecor F-test, it was verified that the 
concentration of DNA present in a sample did not affect the variation of the results. The values of the 
Student’s t-test obtained demonstrated that the method was accurate, since no significant differences 
between 100% and the mean recovery values were detected.  
The influence of the day of analysis on the precision study of the assay was also tested by 
comparing the coefficients of variation (CV) of three separate DNA extractions performed on the 1% raw 
and sterilized caprinae binary mixtures, analyzed in duplicate three times in the same day, versus the 
values obtained for the same sample in three different days. Results did not show significant differences in 
these evaluations with similar CV values when the assay was done in different days with respect to the 
same day.  
There is a growing need to develop techniques that allow the correct identification and traceability 
of meat and meat products in order to satisfy the requirements of current legislation (Dalvit et al. 2007). 
DNA-based markers have shown to be very useful for this purpose, mainly because the generalized use of 
amplified products by PCR has simplified the technology (Woolfe and Primose, 2004). 
Total number of 
samples 12 
"C" Cochran 0.445* 
S2 comb 0.022 
ANOVA test "F" 
regression (1) 2451.14** 
ANOVA test "F" Lack-
of-Fit (2) 3.18*** 
Discriminating capacity 0.0215* 
Total number of 
samples 15 
"C" Cochran 0.312* 
S2 comb 0.0255 
ANOVA test "F" 
regression (1) 2675.09** 
ANOVA test "F" Lack-
of-Fit (2) 3.69*** 
Discriminating capacity 0.022* 
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The recently-introduced real-time PCR-based fluorescence technologies have many advantages: 
high sensitivity and specificity, usefulness as quantitative assays, operation in a closed system avoiding 
contamination and ability to yield automated results rapidly (Laube et al. 2007; Sawyer et al. 2003). A 
major highly sensitive aspect of real-time PCR is the use of fluorescent reporter dyes that undergo 
enhanced fluorescence when bound to DNA. The fluorescent reporter systems currently employed include 
SYBR® Green, as well as the molecular probes designated TaqMan®, FRET, molecular beacons, and 
variations of these systems (López-Andreo et al. 2006; Fajardo et al. 2008).  
TaqMan® chemistries allow specific sequence detection and quantification by use of fluorescently 
labeled sequence-specific hybridization probes (Dooley et al. 2004). This technique permits the design of 
very small amplicons which can amplify efficiently and improve detection, particularly when enhanced 
sensitivity is required (López-Andreo et al. 2005). To increase the performance of a previously reported 
real-time method which employ SYBR® Green (Fajardo et al. 2008), we conducted the reoptimization of 
PCR conditions to suit a TaqMan® chemistry for detection of small amounts of chamois and pyrenean ibex 
DNAs in meat mixtures. Results reported herein demonstrated that the use of TaqMan® probes as detection 
system increased the specificity, efficiency and sensitivity of the real-time PCR assay in comparison with 
the antecedent SYBR® Green approach (Fajardo et al. 2008). The main advantage of the TaqMan® real-
Total number of 
samples 12 
"C" Cochran 0.399* 
S2 comb 0.048 
ANOVA test "F" 
regression (1) 969.90** 
ANOVA test "F" Lack-
of-Fit (2) 4.33*** 
Discriminating capacity 0.046* 
Total number of 
samples 15 
"C" Cochran 0.349* 
S2 comb 0.046 
ANOVA test "F" 
regression (1) 2255.91** 
ANOVA test "F" Lack-
of-Fit (2) 2.34*** 
Discriminating capacity 0.036* 
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Fig. 3. Normalized Ct values obtained from sterilized meat mixtures of chamois (3a) and pyrenean ibex (3b) in 
swine, plotted versus the logarithm of the DNA concentrations. Linearity test, regression line and 
sensitivity parameters are calculated for each caprinae-specific PCR system. Three different DNA 
extractions performed on different percentages of chamois (10, 5, 1 and 0.1%) or pyrenean ibex (25, 
10, 5, 1, and 0.1%) species in the sterilized meat mixtures were used as standards. 
* p<0.05 **p<0.01           
***p>0.05   
(1) P value = 0.000 
(2) P value = 0.0531 
* p<0.05 **p<0.01           
***p>0.05   
(1) P value = 0.000 
(2) P value = 0.1347 
3a 
3b 
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time PCR assay developed is the high specificity and sensitivity, showing a limit of detection of 0.1% of 
the target species DNAs in both raw and heat-treated meat mixtures. However, it should also be considered 
the relatively high cost of TaqMan® based approaches compared to other real-time PCR chemistries. 
Besides, the application of TaqMan® assays require the availability of primers and probes that must be 
selected according to very rigid conditions, which cannot always be easily met. 
In conclusion, the real-time TaqMan® assay developed in this study has proven as a suitable 
alternative to the SYBR® Green system for the quantification of minimal amounts of chamois and pyrenean 
ibex DNAs in meat. The sensitivity, high specificity and reproducibility of the optimized procedure suggest 
that it may be a feasible and ideal PCR-based tool for routine analysis to test fresh and processed meat 
products. 
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IV.1. AUTENTIFICACIÓN DE CARNES PROCEDENTES DE ESPECIES DE CAZA 
MAYOR POR TÉCNICAS GENÉTICAS 
La determinación del origen de las materias primas e ingredientes de los alimentos es un 
requisito fundamental para cumplir con las exigencias legales de etiquetado y trazabilidad. 
Concretamente, en los productos cárnicos procedentes de especies de caza mayor, son 
relativamente frecuentes los fraudes de sustitución de las especies más valoradas por otras de 
precio inferior, o la declaración de porcentajes de mezclas diferentes de los utilizados en su 
elaboración. Por ello, es necesario el desarrollo de métodos rápidos y fiables que garanticen la 
autenticidad de los productos comercializados (Brodmann y col., 2001; Mafra y col., 2008).  
La metodología convencional utilizada para la identificación de especies ha estado 
predominantemente basada en el análisis de proteínas. Actualmente, el análisis del ADN y, 
concretamente, las técnicas basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
constituyen una atractiva estrategia para la identificación de especies, ya que son rápidas, 
pueden diferenciar especies estrechamente relacionadas filogenéticamente y permiten el análisis 
de muestras sometidas a tratamientos térmicos intensos (Tingey y col., 2003; Teletchea y col., 
2005).  
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido, con diferencia, la herramienta 
que ha permitido una mayor expansión de las técnicas genéticas. Hasta su descubrimiento en la 
década de los 80, si se quería obtener un determinado fragmento de ADN en cantidad suficiente 
para su análisis, el único camino viable era seguir laboriosos y lentos procedimientos de 
clonación. La técnica de PCR, sin embargo, permite obtener millones de copias de una 
secuencia específica de ADN mediante una simple reacción enzimática. Por ello, esta técnica ha 
causado un profundo impacto en todas las áreas de investigación biológica y biomédica y se 
emplea en multitud de aplicaciones: diagnóstico de enfermedades genéticas y hereditarias, 
detección de infecciones microbianas, estudios de evolución molecular, medicina forense, 
identificación de especies y detección de microorganismos patógenos y alterantes de los 
alimentos (Kimura y col., 2001; Nicolas y col., 2002; Aslam y col., 2003; Bellis y col., 2003; 
O'Grady y col., 2008).  
En el campo de la identificación de especies animales en los alimentos, la técnica de 
PCR se ha empleado bien de forma directa (Herman y col., 2001; Ha y col., 2006; Tobe y col., 
2008) o complementada con otras técnicas como la secuenciación (Hsieh y col., 2001; Girish y 
col., 2004), el análisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción de 
regiones amplificadas por PCR (PCR-RFLP) (Maede, 2006; Park y col., 2007), el análisis de 
polimorfismo en la conformación de las cadenas sencillas de ADN (PCR-SSCP) (Otaviano y col., 
2005; Rasmussen y col., 2008) o el análisis del polimorfismo del ADN amplificado con cebadores 
arbitrarios (RAPD) (Sáez y col., 2004; Arslan y col., 2005), entre otras. En este sentido, las 
técnicas de PCR se han utilizado para la determinación del origen animal en alimentos como la 
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leche y productos lácteos (De la Fuente y Juárez, 2005; Mayer, 2005; Lanzilao y col., 2005; 
López-Calleja 2005a, b; López-Calleja y col., 2007), el pescado y productos de la pesca (Asensio 
y col., 2001; Brzenzinski y col., 2005; Sezaki y col., 2005; Santaclara y col., 2007) y la carne y 
productos cárnicos (Colgan y col., 2001; Pascoal y col., 2004; Sáez y col., 2004; Di Pinto y col., 
2005; Park y col., 2007). En el caso de la carne y productos cárnicos, existe un cuantioso 
número de estudios dirigidos a la identificación de especies domésticas de consumo habitual 
(Girish y col., 2004; Rodríguez y col., 2004; López-Andreo y col., 2005, 2006; Jonker y col., 
2008). Sin embargo, cabe señalar que las publicaciones existentes hasta el momento en el área 
de identificación genética de especies de caza mayor son, comparativamente, mucho más 
escasas (Wolf y col., 1999; Brodmann y col., 2001; Rajapaksha y col., 2002). Por ello, este 
trabajo de investigación se ha centrado en la puesta a punto de diversas técnicas genéticas para 
la detección e identificación de especies de caza mayor como ciervo, gamo, corzo, rebeco, cabra 
montés, muflón y jabalí en carnes frescas y tratadas por calor. Asimismo, se ha abordado la 
diferenciación de estas carnes de otras procedentes de especies domésticas como vaca, oveja, 
cabra y cerdo. 
Para conseguir el objetivo planteado en este trabajo ha sido necesario: 1) Seleccionar 
marcadores genéticos con un grado de variabilidad genética intra- e interespecífica adecuado y 
diseñar cebadores conservados que amplifiquen el ADN procedente de todas las especies de 
interés; 2) Secuenciar los fragmentos de ADN amplificados para encontrar diferencias 
nucleotídicas que posibiliten: a) la selección de endonucleasas de restricción para el análisis por 
RFLP y b) el diseño de cebadores específicos; 3) Desarrollar técnicas de PCR-RFLP 
convencional y PCR-RFLP lab-on-a-chip que permitan la identificación específica de carnes 
procedentes de todas las especies de interés; 4) Emplear técnicas de PCR con cebadores 
específicos para la identificación de las especies de caza mayor objeto de estudio en mezclas 
cárnicas crudas y sometidas a tratamientos térmicos; y 5) Desarrollar técnicas de PCR en tiempo 
real para la detección cuantitativa de las especies elegidas en mezclas cárnicas crudas y 
esterilizadas. 
IV.1.1. TÉCNICA DE PCR-RFLP 
Autentificación de carnes procedentes de ciervo (Cervus elaphus), gamo (Dama dama) y 
corzo (Capreolus capreolus) mediante una técnica de PCR-RFLP 
El objetivo de este trabajo de investigación ha consistido en el desarrollo de una técnica 
de PCR-RFLP (análisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción de 
regiones amplificadas por PCR) para la identificación de carnes procedentes de ciervo, gamo y 
corzo, así como para su diferenciación de otras especies comerciales como vaca, oveja y cabra. 
Como marcador genético se eligió el gen mitocondrial 12S ARN ribosómico (ARNr), ya que 
presenta una longitud y una tasa de mutación adecuadas para hacer posible la discriminación de 
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especies estrechamente relacionadas (Avise y col., 1987; Kocher y col., 1989; Girish y col., 
2004). 
En primer lugar, se diseñaron los oligonucleótidos conservados 12S-FW y 12S-REV 
teniendo en cuenta las secuencias del gen 12S ARNr disponibles en la base de datos 
Genbank/EMBL (European Molecular Biology Laboratory) para varias especies de mamíferos. 
Estos cebadores se emplearon en una técnica de PCR para la amplificación de un fragmento 
conservado de 712 pb en el gen 12S ARNr, a partir del ADN extraído de tejido muscular de 
ciervo, gamo, corzo, vaca, oveja y cabra. Una vez amplificado el ADN, se purificó y secuenció el 
fragmento de 712 pb del gen 12S ARNr en al menos 11 individuos de cada especie. Los 
resultados obtenidos revelaron la existencia de varios polimorfismos nucleotídicos en algunos 
individuos de ciervo y corzo, lo que originó más de un tipo de secuencia en estas especies, 
concretamente tres para el ciervo y cinco para el corzo. Las secuencias obtenidas del fragmento 
conservado de 712 pb se registraron en la base de datos NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) con los siguientes números de acceso: AJ885204, AJ885205, 
AJ885206 (ciervo); AJ885203 (gamo); AJ885202, AJ972679, AJ972680, AJ972681, AJ972682, 
AJ972683 (corzo); AJ885201 (vaca); AJ885200 (oveja) y AJ885199 (cabra). 
La información contenida en las secuencias permitió elaborar los mapas de restricción de 
todas las especies objeto de estudio, seleccionándose las enzimas MseI y la combinación de las 
enzimas MboII, BslI y ApoI, para llevar a cabo su diferenciación por PCR-RFLP. En la Figura 1 
del artículo (pág. 77-78) se muestra el alineamiento de las secuencias del gen 12S ARNr de 
ciervo, gamo, corzo, cabra, vaca y oveja y aparece marcada la posición de las dianas de 
restricción de cada una de las endonucleasas seleccionadas.  
Las Figuras 2 y 3 (pág. 79 y 80, respectivamente) incluyen los perfiles electroforéticos 
generados tras la digestión con las enzimas elegidas de los amplicones procedentes de 25 
individuos de cada especie. El tamaño y los patrones de bandas obtenidos concordaron con los 
esperados (Tabla 1, pág. 79) de acuerdo al análisis de los mapas de restricción. Como muestra 
la Figura 2 (pág. 79), al emplear la enzima MseI en la técnica de PCR-RFLP desarrollada se 
obtuvieron perfiles de restricción especie-específicos. No obstante, debido al polimorfismo 
intraespecífico detectado, esta enzima generó dos patrones electroforéticos diferentes tanto en 
ciervo como en corzo. Así, en las muestras de ciervo se obtuvieron dos perfiles, el A con 9 
fragmentos de ADN de tamaños comprendidos entre 388 y 10 pb (línea 2), y el B con 10 
fragmentos de ADN de 257 a 10 pb (línea 2b). De forma similar, las digestiones de las muestras 
de corzo dieron lugar a dos patrones diferentes con bandas de entre 224 y 10 pb: perfil A, con 12 
fragmentos de ADN (línea 4a) y B, con 11 fragmentos de ADN (línea 4b). Las muestras de gamo 
y oveja, originaron ocho fragmentos de 388 a 10 pb, y de 407 a 4 pb respectivamente. En el caso 
de la vaca, la enzima MseI cortó el ADN en 7 fragmentos de 379 a 23 pb. Finalmente, la 
digestión de los productos de PCR de cabra originó 9 fragmentos de 397 a 9 pb. Conviene 
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destacar que aunque la resolución del gel no permite visualizar los fragmentos menores de 50 pb 
resultantes de las digestiones enzimáticas, el número y el tamaño de las bandas de ADN que se 
observan en el gel de agarosa son suficientes y adecuados para la identificación de cada una de 
las especies seleccionadas.  
La ventaja de utilizar la enzima MseI en la técnica de PCR-RFLP descrita en este trabajo 
reside en que en un sólo paso es posible diferenciar las seis especies objeto de estudio. No 
obstante, debido a que esta endonucleasa posee numerosos sitios de reconocimiento, los 
perfiles de restricción a los que da lugar contienen un elevado número de fragmentos de ADN 
que pueden dificultar la interpretación de los resultados. Esta característica también favorece la 
posibilidad de que las mutaciones puntuales presentes en el gen diana afecten a los lugares de 
corte de la enzima, pudiendo originarse más de un perfil de restricción característico para una 
misma especie, como ocurre en ciervo y corzo. 
En este estudio, también se utilizó la combinación de las enzimas MboII, BslI y ApoI en 
reacciones de restricción independientes para la diferenciación de las especies objeto de 
estudio. Como muestra la Figura 3 (pág. 80), las digestiones de los productos de PCR del gen 
12S ARNr de ciervo, gamo, corzo, cabra, vaca y oveja con las enzimas elegidas originaron 
perfiles electroforéticos especie-específicos. La presencia de una diana de restricción de la 
enzima MboII en los productos de PCR de ciervo y gamo, dio lugar a dos fragmentos de ADN de 
384/328 pb y 489/223 pb, respectivamente. Las muestras de corzo, oveja, cabra y vaca, con dos 
puntos de corte para esta enzima, produjeron tres fragmentos de 384, 223 y 105 pb (Figura 3a). 
Por otro lado, la enzima BslI originó cinco fragmentos de ADN de 223, 191, 126, 92 y 80 pb en 
las muestras de gamo y ciervo. Los fragmentos producidos en las muestras de cabra fueron de 
240, 191, 126, 92 y 63 pb. En el corzo, vaca y oveja, esta enzima cortó los productos de PCR en 
cuatro fragmentos de ADN de 303, 191, 126 y 92 pb (Figura 3b). Por último, la presencia de dos 
dianas de restricción para la enzima ApoI en los productos de PCR de ciervo y gamo dio lugar a 
tres fragmentos de ADN de 553, 96 y 63 pb, mientras que en las muestras de oveja los 
fragmentos obtenidos fueron de 412, 204 y 96 pb. Las muestras de corzo, con un punto de corte 
para la enzima ApoI, originaron fragmentos de 649 y 63 pb. Finalmente, los productos de PCR 
de vaca y cabra, con una diana de restricción para esta enzima, dieron lugar a dos fragmentos 
de 616 y 96 pb (Figura 3c).  
De los resultados obtenidos puede deducirse que la técnica de PCR-RFLP empleando 
las endonucleasas MboII, BslI y ApoI, generó patrones de restricción con un menor número de 
bandas y, por tanto, más sencillos de interpretar que los obtenidos al utilizar la enzima MseI. 
Además, con la combinación de las tres enzimas no se detectaron variaciones intraespecíficas 
después de analizar 25 individuos de cada especie. 
Los marcadores mitocondriales más utilizados para la diferenciación de especies 
animales han sido el gen que codifica para el citocromo b (Meyer y col., 1995; Wolf y col., 1999; 
                IV. RESULTADOS DISCUSIÓN       160 
 
 
Partis y col., 2000; Verkaar y col., 2002; Kroska y col., 2003; Pascoal y col., 2004; Pfeiffer y col., 
2004; Aida y col., 2005; Maede, 2006), el gen 12S ARNr (Sun y Lin, 2003; Girish y col., 2005; 
Saini y col., 2007), el 16S ARNr (Abdulmawjood y Bulte, 2001; Brzezinski, 2005; Kochzius y col., 
2008) y la región D-loop (Murray y col., 1995; Krkoska y col., 2003; Kotowicz y col., 2007). De los 
genes nucleares, destacan el gen que codifica la α–actina (Hopwood y col., 1999; Rodríguez y 
col., 2003), el gen que codifica el factor liberador de la hormona de crecimiento (GnRH) (Meyer y 
col., 1995; Rehbein, 2005) y el gen 5S ARNr (Pinhal y col., 2008). A pesar de que estos 
marcadores genéticos han demostrado ser útiles en la técnica de PCR-RFLP aplicada a la 
identificación de especies, la selección de endonucleasas en regiones conservadas del gen 
diana se encuentra a menudo dificultada por la presencia de mutaciones puntuales en las 
secuencias de ADN de individuos de la misma especie, siendo necesario recurrir a un elevado 
número de enzimas para llevar a cabo la diferenciación de especies estrechamente relacionadas 
(Wolf y col., 1999). Como ya se ha señalado, los polimorfismos intraespecíficos detectados en 
este trabajo al analizar los individuos de ciervo y corzo afectaban a los sitios de reconocimiento 
de la enzima MseI, originándose dos perfiles de restricción diferentes en cada una de estas 
especies. Por el contrario, las enzimas MboII, BslI y ApoI presentan sus dianas de restricción en 
zonas conservadas del gen 12S ARNr, permitiendo la identificación inequívoca de las seis 
especies objeto de estudio.  
En este trabajo también se analizaron varios productos comerciales de caza mayor con el 
fin de evaluar la influencia de los tratamientos de procesado en la aplicabilidad de la técnica de 
PCR-RFLP descrita. Los productos comerciales consistían en muestras de carne cruda curada 
(cecinas) y conservas esterilizadas, tanto de ciervo como de corzo. Para el análisis por PCR-
RFLP de los productos crudos curados, se amplificó el fragmento conservado de 712 pb del gen 
12S ARNr a partir del ADN extraído de las muestras cárnicas. A continuación, los productos de 
PCR amplificados se digirieron con las endonucleasas seleccionadas (MseI y, MboII, BslI y ApoI) 
y los fragmentos resultantes se analizaron por electroforesis en gel de agarosa. En un primer 
análisis de muestras comerciales, los resultados obtenidos revelaron que el origen de las 
muestras de cecina analizadas coincidía con la especie descrita en el etiquetado. Por el 
contrario, en un estudio posterior realizado con un mayor número de muestras se comprobó que 
el 20% de las cecinas de cérvidos analizadas eran de vaca, demostrando la utilidad de la técnica 
de PCR-RFLP en el análisis de autenticidad de carnes crudas curadas. Sin embargo, hay que 
señalar que en las conservas de ciervo y corzo, no fue posible la amplificación del fragmento de 
ADN conservado de 712 pb. El ADN se puede degradar por diversas causas, aunque la más 
frecuente es el empleo de tratamientos térmicos que lo fragmentan, limitando la eficacia de la 
reacción de amplificación. Así, cuanto mayor es la fragmentación del ADN de una muestra, 
menor es el número de copias intactas de un gen que se encuentran presentes y, por tanto, 
resulta más difícil su amplificación por PCR (Herman, 2001; Girish y col., 2004). En 
consecuencia, cuando se analizan muestras sometidas a tratamientos térmicos intensos, es 
                IV. RESULTADOS DISCUSIÓN       161 
 
 
necesario seleccionar regiones de ADN de menor tamaño para poder aplicar con éxito la técnica 
de PCR-RFLP. Una alternativa útil para la identificación de especies en estos productos es la 
técnica de PCR con cebadores especie-específicos diseñados para la amplificación  selectiva de 
fragmentos de ADN de pequeño tamaño (100-150 pb) (Matsunaga y col., 1999; Rodríguez y col., 
2004). 
De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que la técnica de PCR-
RFLP desarrollada empleando como marcador el gen mitocondrial 12S ARN ribosómico 
constituye una herramienta sensible y fiable para la identificación específica de ciervo, gamo, 
corzo y su diferenciación de otras especies comerciales como vaca, oveja y cabra, tanto en 
carnes frescas como en productos curados. A diferencia de otras metodologías como la 
secuenciación de fragmentos amplificados por PCR (PCR-secuenciación) (Kocher y col., 1989; 
Brodmann y col., 2001; Colombo y col., 2004), la técnica de PCR-RFLP es sencilla, rápida, y no 
requiere el uso de instrumental complejo. Por ello, resulta muy apropiada para análisis rutinarios 
en programas de control de calidad de la industria cárnica permitiendo garantizar la autenticidad 
de los productos que se comercializan (Meyer y col., 1995; Wolf y col., 1999; Pascoal y col., 
2004).  
Desarrollo de una técnica de PCR-RFLP para la identificación de carnes procedentes de 
rebeco (Rupicapra rupicapra), cabra montés (Capra pyrenaica) y muflón (Ovis ammon) 
Dentro de la familia de los bóvidos salvajes, la subfamilia Caprinae incluye especies 
relacionadas filogenéticamente pertenecientes a los géneros Rupicapra, Capra y Ovis. Las 
especies europeas de caza mayor incluidas en estos géneros son el rebeco, la cabra montés y el 
muflón. El objetivo planteado en este estudio ha sido la identificación específica de carnes 
procedentes de rebeco, muflón y cabra montés, y su diferenciación de otras especies domésticas 
como vaca, oveja, cabra y cerdo mediante una técnica de PCR-RFLP. Para lograr este objetivo, 
se utilizó el gen mitocondrial 12S ARNr para la identificación de carnes de rebeco, cabra montés, 
muflón/oveja, vaca, cabra y cerdo. Además, se seleccionó la región mitocondrial D-loop para 
llevar a cabo la diferenciación de carnes de muflón y oveja. 
Identificación por PCR-RFLP de rebeco, cabra montés, muflón/oveja, vaca, cabra y cerdo 
empleando el gen mitocondrial 12S ARNr  
Para la identificación de las especies de interés, se amplificó por PCR el fragmento 
común de 712 pb del gen 12S ARNr utilizando los cebadores conservados 12S-FW y 12S-REV 
(Fajardo y col., 2006). Los amplicones obtenidos en varios individuos de cada especie se 
purificaron y se secuenciaron para su posterior análisis. Las secuencias obtenidas aparecen 
registradas en la base de datos NCBI con los siguientes números de acceso: AM158314 
(rebeco), AM158313 (cabra montés), AM158317 (muflón), AJ885201 (vaca), AJ885200 (oveja), 
AJ885199 (cabra doméstica) y AM158316 (cerdo).  
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A partir de las secuencias nucleotídicas del fragmento 12S ARNr se construyeron los 
correspondientes mapas de restricción y se seleccionaron las enzimas MseI y ApoI para llevar a 
cabo la diferenciación de las especies objeto de estudio mediante PCR-RFLP. En la Figura 1 
(pág. 84) aparece el alineamiento de las secuencias consenso obtenidas en el gen 12S ARNr de 
rebeco, muflón, cabra montés, vaca, oveja, cabra doméstica y cerdo, así como la localización de 
los lugares de restricción de las enzimas elegidas. Es importante mencionar que las secuencias 
del gen 12S ARNr de muflón y oveja fueron 100% idénticas, no siendo posible la selección de 
enzimas en este marcador que pudieran discriminar estas dos especies ovinas. 
La digestión de los productos de PCR con las endonucleasas MseI y ApoI (Figura 2, pág. 
86) originó patrones de bandas especie-específicos, excepto en muflón (línea 3) y en oveja (línea 
7). Debido a la mencionada homología de las secuencias del gen 12S ARNr, estas dos especies 
generaron un perfil electroforético común, aunque diferenciable de los patrones obtenidos en el 
resto de las especies analizadas. Conviene señalar que aunque las digestiones obtenidas con la 
enzima MseI originaron perfiles característicos de rebeco, cabra montés, muflón/oveja, vaca, 
cabra doméstica y cerdo (Figura 2a), los patrones de bandas de rebeco (línea 2) y cabra 
doméstica (línea 5) podrían confundirse, en las imágenes electroforéticas, debido a la proximidad 
en la longitud de sus fragmentos de restricción. Por esta razón se eligió otra endonucleasa, la 
ApoI, que permitió la diferenciación inequívoca de estas dos últimas especies (Figura 2b). Los 
fragmentos de ADN obtenidos en cada especie, tras el análisis electroforético de los productos 
de la digestión con las endonucleasas MseI y ApoI, coincidieron con los correspondientes mapas 
de restricción (Tabla 2, pág. 85). Se analizaron 25 individuos de cada especie y no se 
observaron variaciones intraespecíficas en los perfiles de restricción generados, confirmándose 
la reproducibilidad de la técnica de PCR-RFLP desarrollada. 
Una de las ventajas de la técnica de PCR-RFLP es que permite diferenciar especies, aún 
cuando el número de polimorfismos existentes entre individuos filogenéticamente relacionados 
sea demasiado reducido como para detectarse mediante otras técnicas genéticas (Wolf y col., 
1999; Girish y col., 2005). En el presente trabajo, a pesar de que las secuencias del fragmento 
de 712 pb del gen 12S ARNr de cabra montés y cabra doméstica difieren únicamente en 7 
posiciones nucleotídicas, su discriminación por PCR-RFLP fue posible ya que uno de los 
polimorfismos afectaba a la diana de restricción de la enzima MseI, dando lugar a perfiles de 
restricción especie-específicos. 
Como se ha indicado anteriormente, la aplicabilidad de la técnica de PCR-RFLP 
empleando el fragmento de 712 pb del gen 12S ARNr está limitada a la hora de analizar 
alimentos sometidos a tratamientos térmicos intensos u otros métodos de procesado donde el 
ADN se encuentre degradado. También hay que señalar que la técnica de PCR-RFLP descrita 
en este trabajo no resultaría apropiada para el análisis de productos cárnicos que contienen dos 
o más especies en su composición, como por ejemplo, salchichas, patés, productos cárnicos 
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picados, etc. Esto es debido a que los cebadores conservados amplificarían el ADN de todas las 
especies presentes en el alimento y, por tanto, los perfiles de restricción resultantes consistirían 
en una mezcla de patrones de bandas característicos de cada una de ellas, dificultando la 
interpretación de los resultados (Partis y col., 2000; Girish y col., 2005). Para el análisis de 
matrices complejas que contengan varias especies animales, o donde el ADN esté fragmentado 
por los tratamientos de procesado aplicados, es recomendable emplear la técnica de PCR que 
utiliza cebadores específicos diseñados para amplificar fragmentos de ADN de pequeño tamaño 
(Rodríguez y col., 2004; Arslan y col., 2006). 
De los resultados obtenidos en este estudio puede concluirse que la técnica de PCR-
RFLP desarrollada en el gen 12S ARNr permite la identificación inequívoca de carnes 
procedentes de rebeco, cabra montés y muflón/oveja, y su diferenciación de especies 
domésticas como vaca, cabra y cerdo.  
Diferenciación por PCR-RFLP de muflón y oveja empleando la región mitocondrial D-loop  
Debido a la imposibilidad de diferenciar el muflón y la oveja con el marcador genético 
12S ARNr, se seleccionó la región polimórfica D-loop incluida en la región control del ADN 
mitocondrial para la discriminación de estas dos especies ovinas. La región control, en especial 
la zona D-loop, posee una elevada tasa de evolución debido a sustituciones, adiciones y 
deleciones de nucleótidos, siendo la principal responsable de las variaciones en longitud que 
presenta el genoma mitocondrial (Sbisá y col., 1997).  
El estudio informático de las secuencias disponibles en las bases de datos de este 
marcador para diferentes especies animales, permitió el diseño de los cebadores DLOOP-FW y 
DLOOP-REV para la amplificación de una región D-loop conservada en rebeco, cabra montés, 
muflón, oveja, vaca, cabra doméstica y cerdo. Estos cebadores amplificaron fragmentos de ADN 
de un tamaño comprendido entre 700 y 1000 pb dependiendo de la especie analizada, 
coincidiendo con las observaciones de algunos autores que indican que la región control es la 
responsable de la variación en la longitud del genoma mitocondrial de los vertebrados (Cozzi y 
col., 2004; Lai y col., 2006).  
El análisis comparativo de las secuencias obtenidas con los cebadores DLOOP-FW y 
DLOOP-REV en varios individuos de cada especie, facilitó el diseño de los cebadores 
MSDLOOP-FW y MSDLOOP-REV que delimitaban un fragmento específico de 370 pb en muflón 
y oveja. Esta pareja de cebadores amplificó el fragmento esperado en las dos especies, sin 
producir señal de amplificación en rebeco, cabra montés, ciervo, gamo, corzo, vaca, cabra 
doméstica y cerdo (Figura 3, pág. 86).  
Una vez comprobada la idoneidad de la amplificación del fragmento de 370 pb con los 
cebadores MSDLOOP-FW/MSDLOOP-REV, se purificaron y se secuenciaron los amplicones 
obtenidos a partir del ADN extraído de diez ejemplares de cada especie. Como puede 
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observarse en la Figura 4 (pág. 87), la presencia de algunas mutaciones puntuales en el ADN 
originó 3 tipos diferentes de secuencias D-loop para muflón (números de acceso: AM261442, 
AM261443 y AM261444) y 10 para oveja (AM261445─AM261454). Tras el estudio detallado de 
los mapas de restricción obtenidos en dichas secuencias, se eligió la endonucleasa MaeII para 
llevar a cabo la diferenciación de muflón y oveja por PCR-RFLP.  
El polimorfismo nucleotídico detectado en el fragmento D-loop dio lugar a la obtención de 
un único perfil de restricción con la endonucleasa MaeII para las muestras de oveja, claramente 
diferenciable de los tres patrones electroforéticos que se generaron con esta enzima en las 
muestras de muflón (Figura 5, pág. 88). El 73% de los muflones analizados originaron el perfil A, 
el 25% el B y solamente un individuo generó el perfil C. Los resultados obtenidos no variaron 
después del análisis de 36 individuos de cada especie, y se ajustaron a los patrones de bandas 
esperados según los mapas de restricción (Tabla 3, pág. 88).  
Teniendo en cuenta la hipótesis que considera al muflón (Ovis ammon) como el ancestro 
que dio origen a la actual oveja doméstica (Ovis aries) (Hiendleder y col., 2002), la aplicabilidad 
de la técnica de PCR-RFLP para diferenciar estas dos especies puede verse condicionada por 
su elevada proximidad filogenética y, además, por las mutaciones puntuales que pueden ocurrir 
al azar en un determinado lugar de restricción, como ya han descrito algunos autores (Murray y 
col., 1995; Wolf y col., 1999). Por tanto, aunque la reproducibilidad en los patrones de bandas 
obtenidos en muflón y oveja es adecuada, sería conveniente realizar un análisis más exhaustivo 
incluyendo un mayor número de individuos. 
En conclusión, las técnicas de PCR-RFLP desarrolladas en este estudio empleando los 
marcadores genéticos mitocondriales 12S ARNr y D-loop son útiles para verificar la autenticidad 
de los productos cárnicos expuestos a la venta que contienen especies de caza mayor.  
Diferenciación de carnes procedentes de jabalí europeo (Sus scrofa scrofa) y cerdo 
doméstico (Sus scrofa domestica) mediante el análisis por PCR de la región mitocondrial 
D-loop y el gen nuclear MC1R 
A pesar de que el jabalí y el cerdo doméstico pertenecen a la misma especie (Sus 
scrofa), tanto sus características productivas como los atributos de su carne son diferentes. En 
este estudio se ha abordado la diferenciación de carnes procedentes de jabalí europeo y cerdo 
doméstico mediante el análisis por PCR de dos marcadores genéticos: la región mitocondrial D-
loop y el gen nuclear que codifica para el receptor 1 de la melanocortina (MC1R). 
Hay que señalar que el marcador mitocondrial 12S ARNr utilizado en trabajos previos 
(Fajardo y col., 2006, 2007) se descartó debido a que las secuencias de este gen obtenidas en 
jabalí y cerdo doméstico fueron 100% idénticas.  
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Análisis por PCR de la región mitocondrial D-loop 
Para la diferenciación de jabalí y cerdo doméstico se eligió inicialmente la región 
mitocondrial D-loop, debido a que el alto grado de polimorfismo de este gen lo hace 
especialmente adecuado para diferenciar especies estrechamente relacionadas (Sbisà y col., 
1997).  
En primer lugar, se alinearon y compararon las secuencias de la región D-loop 
disponibles en las bases de datos Genbank/EMBL de varias especies animales para delimitar 
una región que presentase una variabilidad inter e intraespecífica elevada y potencialmente 
óptima para abordar la diferenciación de las variedades salvaje y doméstica de Sus scrofa 
mediante PCR-RFLP. Tras el estudio del alineamiento, se diseñó una pareja de cebadores 
conservados (MITDLOOP-FW/MITDLOOP-REV) para la amplificación de un fragmento común 
de ADN en la región D-loop de aproximadamente 270 pb. La Figura 1 (pág. 93) muestra la 
amplificación obtenida del producto de PCR esperado a partir del ADN extraído de varias 
muestras de jabalí y cerdo doméstico.  
Como han señalado algunos autores (Murray y col., 1995; Bellis y col., 2003), el estudio 
de los polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) presentes en las secuencias de la región D-
loop resulta muy útil para la identificación de especies por técnicas de PCR, dado que las 
mutaciones que se originan entre diferentes poblaciones animales y entre individuos de una 
misma especie son especialmente frecuentes en esta zona del genoma mitocondrial. Para 
disponer de información sobre el grado de variabilidad nucleotídica existente en el fragmento D-
loop de 270 pb de jabalí y cerdo doméstico, se amplificó, purificó y secuenció este segmento de 
ADN en 15 individuos de cada subespecie de Sus scrofa. Como muestra la Figura 2 (pág. 94), se 
observó un reducido número de polimorfismos intraespecíficos en la zona secuenciada, 
originándose 5 tipos de secuencias D-loop para jabalí (nº acceso: AM420335─AM420339) y 4 
para cerdo doméstico (AM420331─AM420334). El examen posterior de las secuencias reveló la 
ausencia de posiciones nucleotídicas polimórficas diagnósticas y, consiguientemente, la 
imposibilidad de diferenciar entre Sus s. scrofa y Sus s. domestica mediante una técnica de 
PCR-RFLP. Estos resultados concuerdan con las observaciones planteadas en otros estudios 
(Wolf y col., 1999; Montiel-Sosa y col., 2000; Brodmann y col., 2001; Krkoska y col., 2003) que 
indican que el desarrollo de técnicas de PCR-RFLP para la diferenciación de carnes de jabalí y 
cerdo doméstico puede verse limitada debido a su elevada proximidad filogenética y, además, 
por las mutaciones intraespecíficas que pueden ocurrir al azar en una determinada diana de 
restricción. Del análisis de la bibliografía científica disponible se deduce la dificultad existente 
para la discriminación entre jabalí y cerdo doméstico mediante otras técnicas de PCR basadas 
en el marcador mitocondrial D-loop, como el análisis del polimorfismo en la conformación de las 
cadenas sencillas de ADN (PCR-SSCP) (Rea y col., 1996).  
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Además de las dificultades y la controversia existentes en torno a la utilización de 
marcadores genéticos mitocondriales para la diferenciación de las subespecies salvaje y 
doméstica de Sus scrofa (Montiel-Sosa y col., 2000; Krkoska y col., 2003), hay que tener en 
cuenta que el hecho de que el ADN mitocondrial se herede estricta y exclusivamente por vía 
materna impide la identificación de aquellos individuos híbridos originados como resultado del 
cruce de jabalíes y cerdos domésticos (Kijas y Andersson, 2001; Krkoska y col., 2003). Teniendo 
en cuenta estas consideraciones, es necesario recurrir a otras técnicas y/o regiones polimórficas 
del ADN para llevar a cabo la diferenciación de estas dos subespecies.  
Análisis por PCR-RFLP del gen nuclear MC1R 
Debido a que el marcador mitocondrial D-loop no resultó útil para la diferenciación 
mediante PCR-RFLP de carnes procedentes de jabalí y cerdo doméstico, se seleccionó el 
marcador nuclear que codifica para el receptor 1 de la melanocortina (MC1R). El gen MC1R 
juega un papel clave en la pigmentación de los mamíferos y posee una naturaleza elevadamente 
polimórfica. Además, se ha descrito una clara asociación entre determinadas mutaciones en la 
secuencia de este gen y diferentes fenotipos relacionados con el color de la capa de ciertas 
especies, entre las que se incluyen cerdo (Kijas y col., 1998; Okumura y col., 2000), vaca 
(Klungland y col., 1995; Russo y col., 2007), oveja (Vage y col., 1999, 2003), caballo (Marklund y 
col., 1996; Royo y col., 2008) y pollo (Takeuchi y col., 1996; Kerje y col., 2003). Estas 
propiedades convierten al gen MC1R en un marcador idóneo para la identificación y 
diferenciación de características ligadas a la coloración dérmica de una determinada raza y/o 
especie animal (Carrión y col., 2003; Fernández y col., 2004). 
En un estudio realizado por Kijas y col. (1998), la comparación de secuencias del gen 
MC1R procedentes de diferentes razas porcinas demostró la presencia de distintos tipos de 
alelos asociados con patrones de color exclusivos de las razas analizadas. En este sentido, el 
jabalí europeo posee un único alelo, designado como MC1R/E+, cuya presencia es necesaria 
para la expresión del fenotipo salvaje E+ que da lugar a una coloración marrón de la capa de 
estos animales. Estos autores también apuntaron que la variante alélica MC1R/E+ estaba 
ausente en la mayor parte de las razas de cerdo doméstico. Teniendo en cuenta estas premisas, 
el gen MC1R se consideró como una opción potencialmente adecuada para acometer la 
discriminación de carnes procedentes de jabalí europeo y cerdo doméstico. Por otro lado, al 
tratarse de un gen nuclear, el marcador MC1R podría conferir la ventaja adicional de permitir 
diferenciar los jabalíes de origen puro de los híbridos, originados como consecuencia de 
cruzamientos intencionados o accidentales con cerdos domésticos.  
En el presente trabajo, a partir del alineamiento de las secuencias del gen MC1R de 
mamíferos disponibles en la base de datos NCBI, se diseñaron los cebadores MC1R-FW y 
MC1R-REV para la amplificación de un fragmento de 795 pb específico de Sus scrofa. Esta 
pareja de cebadores especie-específicos amplificó el fragmento esperado a partir del ADN 
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extraído de tejido muscular de jabalí y cerdo doméstico, sin producir señal de amplificación en 
otras especies como ciervo, gamo, corzo, rebeco, muflón, cabra montés, vaca, oveja y cabra 
(Figura 3, pág. 94).  
A continuación, se obtuvieron y se analizaron los mapas de restricción del fragmento de 
795 pb correspondientes a varias secuencias del gen MC1R de Sus scrofa publicadas en las 
bases de datos. La detección de diversos polimorfismos nucleotídicos en las secuencias MC1R 
de jabalí y cerdo doméstico, permitió elegir las endonucleasas BspHI y BstUI como candidatas 
para llevar a cabo la diferenciación (Figura 4, pág. 95). Los patrones de bandas de ADN 
esperados atendiendo a los mapas de restricción obtenidos con cada una de las enzimas 
seleccionadas originaron un único perfil para jabalí y dos para el cerdo doméstico (Tabla 2, pág. 
96). Estos datos están en consonancia con los resultados de Kijas y col. (1998), que demuestran 
que el polimorfismo intraespecífico presente en el gen MC1R de Sus scrofa determina que el 
jabalí y el cerdo doméstico posean alelos distintos en el locus MC1R/E. 
En este trabajo, se amplificó el ADN de muestras de carne procedentes de 45 ejemplares 
de jabalí y de cerdo doméstico con los cebadores específicos MC1R-FW/MC1R-REV para, 
posteriormente, proceder al análisis de los perfiles de restricción con las enzimas, BspHI y BstUI. 
De acuerdo con los resultados obtenidos (Figura 5, pág. 96), en la mayoría de las muestras de 
jabalíes analizadas (89%) se observó el perfil de restricción esperado (Wb, líneas 2 y 3), 
mientras que en el 11% restante se produjo un perfil diferente (WbH, líneas 8 y 9). Respecto al 
cerdo doméstico, el 73% de las muestras se adscribieron a los dos perfiles esperados, tipo A 
(DsA, líneas 4 y 5) o tipo B (DsB, líneas 6 y 7), y el 27% restante originó un patrón diferente 
(DsH, líneas 10 y 11). En definitiva, la técnica de PCR-RFLP desarrollada en el gen MC1R reveló 
dos perfiles de restricción característicos de jabalí (denominados como Wb y WbH), claramente 
diferenciables de los tres perfiles obtenidos en el cerdo doméstico (DsA, DsB y DsH). 
El examen visual de los fragmentos de restricción generados en las muestras de jabalí 
(Wb) y de cerdo doméstico tipo A (DsA), puede indicar que el perfil minoritario encontrado en 
algunas muestras de jabalí (WbH) podría corresponderse a individuos híbridos resultado del 
cruce de jabalí y cerdo doméstico. Los jabalíes híbridos portarían información genética de ambos 
progenitores, dando lugar a un perfil heterocigoto diferente del obtenido en aquellos jabalíes 
puros cuya estirpe carece de genes procedentes de la variedad doméstica. Así, no sería 
desacertado considerar como jabalíes híbridos a las muestras asignadas en este trabajo al perfil 
WbH, dado que los cerdos pueden criarse en sistemas de producción de tipo extensivo donde 
comparten hábitat con los jabalíes. Además, cabe destacar que el cruzamiento intencionado de 
jabalíes con hembras de cerdo doméstico es una práctica que se realiza con cierta frecuencia en 
los sistemas de producción porcina, ya que en la camada resultante de mestizos predominan las 
características fenotípicas del jabalí puro, cuya carne tiene menos niveles de grasa y colesterol 
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que la de los híbridos. La comercialización de estas crías como jabalíes puros constituye un 
fraude económico (Wolf y col., 1999; Naya y col., 2003).  
Siguiendo la misma hipótesis que en el caso de la carne de jabalí, el perfil minoritario 
(27%) obtenido en las muestras de cerdo designadas como DsH, compartiría bandas de ADN de 
los perfiles tipo A y B, pudiendo tratarse del cruce de diferentes razas de cerdo doméstico.  
Para confirmar las observaciones anteriores, se purificaron y se secuenciaron varios 
productos de PCR de 795 pb del gen MC1R correspondientes a los cinco perfiles de restricción 
obtenidos tras el análisis por PCR-RFLP (Wb, WbH, DsA, DsB y DsH). Las secuencias 
resultantes se registraron en la base de datos NCBI con los siguientes números de acceso: 
AM492523 (Wb); AM492525 (WbH); AM492526 (DsA); AM492528 (DsB) y AM492530 (DsH). El 
estudio de los picos cromatográficos generados tras la secuenciación de las muestras demostró 
que existían tres posiciones polimórficas diagnósticas (373, 494 y 730 pb) que afectaban a las 
dianas de restricción de las enzimas BspHI o BstUI, dando lugar a perfiles de bandas 
característicos (Tabla 3, pág. 97). Concretamente, el perfil de las muestras de jabalí híbrido 
(WbH) parece ser resultado del dimorfismo presente en la posición nucleotídica 373 (G/A), que 
hace que la enzima BspHI corte únicamente el alelo dimórfico que presenta el lugar de 
restricción de la enzima (originando fragmentos de 539 y 256 pb), mientras que en el otro alelo el 
fragmento original permanece sin digerir (795 pb). En el caso de las muestras de cerdo 
doméstico adscritas al perfil minoritario tipo DsH, se detectaron tres dimorfismos en su secuencia 
(G/A, C/T y G/A, situados en las posiciones nucleotídicas 373, 494 y 730, respectivamente), 
dando lugar al patrón de bandas heterocigoto indicado en la Figura 5 para estos individuos (pág. 
96). De acuerdo a esta información, las muestras de carne de cerdo con perfil DsH compartirían 
fragmentos de ADN de los perfiles tipo DsA y DsB como consecuencia del cruce de diferentes 
razas porcinas (Figura 5, pág. 96). Los resultados obtenidos demostraron que el gen MC1R 
puede constituir un marcador adecuado para la diferenciación de carnes de jabalí y cerdo 
doméstico, y también puede resultar útil para la discriminación de muestras de carne de jabalí 
híbrido susceptibles de ser comercializadas como jabalí puro.  
De los resultados obtenidos en este trabajo de investigación, puede concluirse que el 
análisis de la región mitocondrial D-loop no permitió el desarrollo de una técnica de PCR-RFLP 
para la identificación de carnes procedentes de jabalí europeo y cerdo doméstico. Sin embargo, 
mediante la amplificación específica de un fragmento del gen nuclear MC1R en la especie Sus 
scrofa, seguida de la digestión enzimática de los amplicones con las endonucleasas BspHI y 
BstUI, sí se consiguió la discriminación de carnes de las subespecies Sus s. scrofa y Sus s. 
domestica, lo que permite disponer de un procedimiento rápido y eficaz para detectar posibles 
fraudes de sustitución en la industria cárnica.  
 
                IV. RESULTADOS DISCUSIÓN       169 
 
 
Aplicación de una técnica de PCR-RFLP lab-on-a-chip para la identificación de carnes 
procedentes de especies de caza mayor en el gen mitocondrial 12S ARNr 
La tecnología de microfluidos utilizada en la fabricación de los “laboratorios en chip” (lab-
on-a-chip) permite la miniaturización, integración y automatización de los sistemas de análisis. 
Uno de los procedimientos de esta nueva tecnología que está encontrando una amplia aplicación 
dentro del área de la identificación de especies es la técnica de PCR-RFLP lab-on-a-chip (Dooley 
y col., 2005a), que adapta la metodología convencional de electroforesis capilar a un formato de 
chip miniaturizado de un sólo uso (LabChip). En este trabajo se ha utilizado el novedoso soporte 
LabChip para integrar y mejorar los resultados obtenidos en la técnica de PCR-RFLP 
convencional descrita en publicaciones anteriores (Fajardo y col., 2006, 2007) para la 
identificación de carnes procedentes de especies de caza mayor. 
Como ya se ha descrito, el procedimiento se basa en la amplificación por PCR de un 
fragmento conservado de ADN de aproximadamente 720 pb del gen 12S ARNr en todas las 
especies de interés, seguida de una digestión enzimática de los amplicones con la enzima MseI 
o con la combinación de las enzimas MboII, BslI y ApoI, para obtener perfiles de restricción 
especie-específicos (Fajardo y col., 2006, 2007). En la técnica de PCR-RLFP lab-on-a-chip, la 
separación electroforética de los fragmentos de ADN tiene lugar en un soporte sólido (chip) que 
evita la elaboración del gel de agarosa y su tratamiento con bromuro de etidio. La electroforesis 
se realiza en un equipo que permite el procesado de datos en un software que muestra la 
imagen de un gel clásico y un electroferograma con las diferentes bandas y, además, calcula la 
concentración de cada uno de los fragmentos de ADN obtenidos.  
En este trabajo, tras la digestión con las endonucleasas elegidas (MseI y MboII, BslI y 
ApoI) de los productos de PCR obtenidos en cada especie con los cebadores conservados 12S-
FW y 12S-REV (Fajardo y col., 2006), se obtuvieron patrones de bandas de ADN característicos 
que se analizaron y visualizaron utilizando el soporte LabChip DNA 1000 y el programa 
informático software Experto 2100 para el Bioanalizador Agilent 2100. Los chips empleados 
permiten una adecuada resolución y visualización de los fragmentos de ADN comprendidos entre 
aproximadamente 25 y 1000 pb, que son detectados mediante fluorescencia inducida por láser 
(Nachamkin y col., 2001; Dooley y col., 2005a). El tamaño de los fragmentos se determina 
mediante la comparación con un marcador de peso molecular. 
La Figura 1 (pág. 102) representa una imagen digitalizada de un gel de agarosa 
elaborada por el software del Bioanalizador Agilent 2100, donde se observan los patrones de 
bandas de ADN obtenidos en la técnica de PCR-RFLP al utilizar la enzima MseI. Como puede 
apreciarse, los perfiles de restricción generados con esta endonucleasa permitieron la 
diferenciación, en un sólo paso, de ciervo, gamo, corzo, rebeco, muflón, cabra montés, vaca, 
oveja, cabra y cerdo, de acuerdo con los resultados alcanzados en estudios anteriores (Fajardo y 
col., 2006, 2007). En consonancia con estos trabajos, al emplear la técnica de PCR-RFLP lab-
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on-a-chip se genera más de un patrón electroforético característico en el caso del ciervo (líneas 
2 y 3) y corzo (líneas 5 y 6), debido a la presencia de mutaciones puntuales en las secuencias 
del gen 12S ARNr de estas especies que afectan a los lugares de corte de la enzima MseI. 
Para evitar la variabilidad intraespecífica detectada en ciervo y corzo con la enzima MseI, 
se empleó una combinación de las enzimas MboII, BslI y ApoI en reacciones de restricción 
independientes (Fajardo y col., 2006). Como puede observarse en la Figura 2 (pág. 104), los 
perfiles de restricción obtenidos tras la digestión con las endonucleasas MboII (2a), BslI (2b) y 
ApoI (2c), permitieron la diferenciación de las diez especies de caza mayor y domésticas objeto 
de estudio. A diferencia de lo que ocurría con la enzima MseI, las enzimas MboII, BslI y ApoI, 
poseen sus lugares de restricción en zonas conservadas del gen 12S ARNr. Por ello, no se 
detectaron variaciones intraespecíficas tras las digestiones enzimáticas, obteniéndose un perfil 
de bandas característico de cada especie. Estos resultados mostraron una clara 
correspondencia con los patrones de bandas generados en la técnica de PCR-RFLP 
convencional desarrollada para la diferenciación de cérvidos (Fajardo y col., 2006). No obstante, 
la adaptación de la técnica al soporte lab-on-a-chip añade la ventaja de poder diferenciar 
conjuntamente todas las especies de cérvidos, bóvidos salvajes y especies domésticas 
analizadas al utilizar la combinación de las enzimas MboII, BslI y ApoI. 
La Tabla 1 (pág. 103) indica el tamaño medio de los fragmentos de ADN obtenidos 
después del análisis de cinco individuos de cada especie. Algunos autores sugieren que el 
Bioanalizador Agilent 2100 puede presentar dificultades a la hora de detectar fragmentos de 
ADN inferiores a 35 pb, probablemente debido a que el límite inferior en el tamaño de bandas 
que los chips DNA 1000 pueden poner de manifiesto está próximo a este valor, o a que la 
intensidad de fluorescencia emitida no es suficiente como para poder detectar fragmentos muy 
pequeños (Nachamkin y col., 2001; Dooley y col., 2005a). En cualquier caso, el nuevo formato 
lab-on-a-chip mejora considerablemente la resolución de los perfiles de restricción, permitiendo 
la visualización de algunas bandas de ADN de pequeño tamaño (35-50 pb) que en el caso de 
algunas digestiones, como las de la enzima MseI, no se detectaban por la técnica de PCR-RFLP 
convencional (Figura 1, pág. 102).  
Conviene señalar que la medida de los fragmentos de ADN que calcula el software 
Experto 2100 presenta pequeñas diferencias con respecto a los tamaños descritos en la técnica 
de PCR-RFLP convencional (Fajardo y col., 2006, 2007). Esta observación coincide con los 
resultados de otros trabajos (Dooley y col., 2005a), que también señalan una pequeña variación 
(alrededor del 5%) entre el tamaño de los fragmentos de ADN calculados según los mapas de 
restricción enzimática, y los observados tras el análisis con el Bioanalizador Agilent 2100. En el 
presente trabajo, la mayor diferencia observada entre los tamaños esperados de los fragmentos 
de ADN y los obtenidos experimentalmente fue del 8%. No obstante, es importante señalar que, 
a pesar de estas diferencias, el tamaño y los patrones de bandas obtenidos al analizar cinco 
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individuos de cada especie se mantuvieron constantes, permitiendo la identificación específica 
de todas ellas. 
El análisis de los perfiles de restricción de las muestras seleccionadas mediante el 
empleo del Bioanalizador Agilent 2100 permite la interpretación visual directa e inequívoca de los 
resultados obtenidos sin la necesidad de emplear aparatos específicos para llevar a cabo la 
electroforesis en gel de agarosa ni transiluminadores de luz ultravioleta (Panaro y col., 2000). 
Con los chips DNA 1000 se pueden obtener los resultados de 12 muestras en 1 hora, incluyendo 
el examen posterior de los patrones de bandas obtenidos. El reducido tamaño de los dispositivos 
de LabChip implica un menor consumo de reactivos y de muestras, y existe un menor riesgo de 
contaminación a cuando el análisis se realiza en sucesivos pasos. Asimismo, la manipulación de 
los chips es más segura, ya que se elimina el uso de carcinógenos potenciales como el bromuro 
de etidio utilizado para teñir los geles de agarosa (Dooley 2005a, b). 
De los resultados obtenidos en este trabajo puede concluirse que la técnica de PCR-
RFLP lab-on-a-chip ofrece ventajas significativas en términos de rapidez, especificidad, grado de 
automatización y bajo coste, con respecto a los métodos de PCR-RFLP convencionales.  
IV.1.2. TÉCNICA DE PCR CON CEBADORES ESPECÍFICOS 
Identificación de carnes procedentes de ciervo (Cervus elaphus), gamo (Dama dama) y 
corzo (Capreolus capreolus) mediante una técnica de PCR con cebadores específicos 
diseñados en el gen mitocondrial 12S ARNr 
En este trabajo se ha desarrollado un ensayo de PCR con cebadores específicos para la 
identificación de carnes de ciervo, gamo y corzo basado en la amplificación selectiva de 
fragmentos de ADN del gen mitocondrial 12S ARNr.  
La identificación de especies animales mediante técnicas de PCR depende, en gran 
medida, de la idoneidad de los cebadores empleados en las reacciones de amplificación. Para 
abordar el diseño de cebadores específicos, con frecuencia es necesario amplificar y secuenciar 
regiones comunes a varias especies empleando cebadores universales, con el fin de localizar 
diferencias en las secuencias que faciliten el posterior diseño de los cebadores especie-
específicos (Herman, 2001; Di Pinto y col., 2005). El marcador mitocondrial 12S ARNr propuesto 
en este estudio presenta zonas conservadas con regiones variables que facilitan la identificación 
de diferencias nucleotídicas interespecíficas (Cronin, 1992). 
En este trabajo, se amplificó por PCR un fragmento común del gen 12S ARNr (~720 pb) 
a partir de las muestras de carne de ciervo, gamo, corzo, rebeco, muflón, cabra montés, vaca, 
oveja, cabra y cerdo (Figura 1, pág. 109). A continuación, se purificaron y se secuenciaron los 
amplicones obtenidos en al menos once ejemplares de ciervo, gamo y corzo con el fin de 
obtener la información nucleotídica necesaria para el diseño de cebadores específicos de 
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cérvidos. Para garantizar un grado de especificidad óptimo en el diseño de los cebadores, se 
incluyeron en el estudio las secuencias del gen 12S ARNr de otras especies de caza mayor y 
domésticas como rebeco, muflón, cabra montés, vaca, oveja, cabra y cerdo (Fajardo y col., 2006, 
2007). 
La alineación y análisis informático de las secuencias nucleotídicas de las especies 
citadas, permitió el diseño de tres cebadores directos específicos de ciervo (12SCE-FW), gamo 
(12SDD-FW) y corzo (12SCC-FW). Estos cebadores se diseñaron en una región que incluía 
suficientes diferencias específicas de especie para poder llevar a cabo la identificación. 
Asimismo, se diseñó el cebador inverso 12SCERV-REV, en una zona nucleotídica común a las 
tres especies de cérvidos. Como muestra la Figura 2 (pág. 110), para facilitar el diseño se 
emplearon en el alineamiento las secuencias consenso de ciervo y corzo, ya que la presencia de 
algunos polimorfismos nucleotídicos originó más de un tipo de secuencia en estas dos especies 
(Fajardo y col., 2006). No obstante, estas mutaciones puntuales no afectaban a la zona de 
hibridación de los cebadores en sus correspondientes secuencias diana. 
El empleo de las parejas de cebadores 12SCE-FW/12SCERV-REV, 12SDD-
FW/12SCERV-REV y 12SCC-FW/12SCERV-REV en una técnica de PCR, permitió la 
amplificación de fragmentos de ADN específicos de ciervo (175 pb), gamo (169 pb) y corzo (175 
pb) (Figura 3, pág. 111). El tamaño de los amplicones obtenidos en cada especie coincidió con el 
esperado según el estudio de las secuencias del gen 12S ARNr. Además, se obtuvieron 
resultados satisfactorios en las amplificaciones tras analizar carnes procedentes de 25 individuos 
de ciervo, gamo y corzo. Como se observa en la Figura 3 (pág. 111), las tres parejas de 
cebadores demostraron su especificidad frente a la correspondiente especie diana, no originando 
bandas de amplificación en las especies heterólogas de cérvidos, ni en otras como rebeco, 
muflón, cabra montés, vaca, oveja, cabra y cerdo. Tampoco se obtuvieron productos de PCR 
inespecíficos al analizar los ADNs de otras especies como conejo, pato, oca, pollo, pavo y 
caballo (resultados no mostrados). 
Además de la especificidad de los cebadores, otro factor crucial a tener en cuenta en la 
identificación de especies por técnicas de PCR es la fragmentación que puede sufrir el ADN 
debido a las tecnologías de transformación aplicadas a algunos productos cárnicos. En aquellas 
muestras sometidas a tratamientos de procesado intensos, la amplificación por PCR puede 
fracasar, sobre todo cuando los cebadores delimitan fragmentos de ADN de elevado peso 
molecular (Matsunaga y col., 1999; Frezza y col., 2003). Por ello, cuando se parte de muestras 
cárnicas donde el nivel de degradación del ADN puede ser elevado, es preferible dirigir la 
amplificación hacia fragmentos de ADN de pequeño tamaño (Hird y col., 2003; Rodríguez y col., 
2004; Arslan y col., 2006). 
Una vez demostrada la correcta amplificación del ADN de las muestras cárnicas crudas, 
se determinó la aplicabilidad de la técnica de PCR frente a carnes de ciervo, gamo y corzo 
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sometidas a tratamientos experimentales de pasteurización (72 ºC, 30 minutos) y esterilización 
(121 ºC, 20 minutos). Como se observa en la Figura 4 (pág. 111), el ADN extraído a partir de las 
muestras tratadas térmicamente mostró un patrón típico de degradación, mientras que en las 
muestras crudas se obtuvieron ADNs íntegros y de un peso molecular elevado. No obstante, los 
resultados alcanzados pusieron de manifiesto que la técnica de PCR descrita amplificaba por 
igual los fragmentos de ADN esperados en las muestras crudas, pasteurizadas y esterilizadas  
(Figura 5, pág. 112). 
En este estudio también se analizaron productos cárnicos comerciales de cérvidos 
(cecinas, embutidos y conservas). Como muestra la Figura 6 (pág. 112), con la pareja de 
cebadores de ciervo (12SCE-FW y 12SCERV-REV) se amplificó satisfactoriamente el fragmento 
esperado de 175 pb, tanto en los productos cárnicos curados (líneas 2 y 5) como en las 
conservas (líneas 6 y 7). Asimismo, los cebadores específicos de gamo y corzo amplificaron 
eficazmente los ADNs procedentes de los productos comerciales de estas especies (resultados 
no mostrados).  
Además, se determinó el límite de detección de la técnica de PCR con cebadores 
específicos para detectar la presencia de ciervo, gamo y corzo en mezclas cárnicas elaboradas 
en una matriz de cerdo que contenía distintos porcentajes de la especie diana (0,1, 1, 5, 10 y 
25%). El límite de detección conseguido fue del 0,1% en las tres baterías de mezclas cárnicas 
analizadas, tanto crudas como tratadas térmicamente (resultados no mostrados). Estos 
resultados demuestran que la técnica de PCR desarrollada es capaz de detectar bajos 
porcentajes de sustitución de la especie diana (0,1%), incluso en aquellas muestras sometidas a 
tratamientos térmicos intensos. 
Un problema que puede afectar a los protocolos de PCR deriva de posibles fallos en la 
amplificación del ADN debido a la presencia de sustancias inhibidoras en las muestras. El 
fenómeno de inhibición puede disminuir, o incluso impedir por completo la amplificación por 
PCR, dando lugar a falsos resultados negativos (Wilson, 1997). En este sentido, el Comité 
Europeo de Estandarización, en colaboración con la ISO (Organización Internacional para la 
Estandarización), ha propuesto unas pautas generales para los ensayos de PCR que incluyen el 
requerimiento de utilizar un control interno en cada reacción de PCR que evite una mala 
interpretación de aquellos resultados de amplificación negativa que puedan deberse a 
fenómenos de inhibición (Lund y Mandsen, 2006). Teniendo en cuenta estas recomendaciones, 
todas las muestras analizadas con los cebadores específicos de cérvidos se examinaron, 
simultáneamente y en paralelo, con una pareja de cebadores conservados (12SEND-FW (5´-
ACCGCCCGTCACCCTC-3´) y 12SEND-REV (5´-TCCAGTATGCTTACCTTGTTACGACTT-5´) 
que amplificaba un fragmento del gen 12S de ~ 100 pb común a varias especies de mamíferos 
(resultados no mostrados). 
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Los resultados obtenidos demuestran que, aunque el rendimiento e integridad de los 
ácidos nucleicos presentes en las matrices cárnicas pueda verse afectado por el procesamiento 
térmico aplicado, la técnica de PCR empleando cebadores específicos es capaz de amplificar el 
ADN diana incluso en productos sometidos a tratamientos térmicos de esterilización (Di Pinto y 
col., 2005; Arslan y col., 2006). Por lo tanto, esta técnica podría resultar más adecuada que la 
técnica de PCR-RFLP descrita en trabajos anteriores (Fajardo y col., 2006, 2007) para la 
identificación de especies animales en productos cárnicos procesados. 
La utilización de técnicas de PCR para la autentificación de productos cárnicos se ha 
aplicado principalmente a la identificación de especies domésticas como vaca, oveja, cabra, 
cerdo, pavo o pollo (Herman y col., 2001; Colombo y col., 2002; Hird y col., 2003; Girish y col., 
2004; Rodríguez y col., 2004; Koppel y col., 2008). Sin embargo, son muy escasos los trabajos 
publicados sobre autentificación de carnes de caza por técnicas de PCR. De la bibliografía 
consultada se desprende que la mayoría de ellos están basados en el empleo de genes 
mitocondriales para el desarrollo de técnicas de PCR-RFLP (Matsunaga y col., 1998; Wolf y col., 
1999; Brodmann y col., 2001; Verkaar y col., 2002; Fajardo y col., 2006). Como ya se ha 
señalado, la aplicabilidad de la técnica de PCR-RFLP es cuestionable cuando se analizan 
alimentos donde el ADN pueda estar degradado (Fajardo y col., 2006). Además, la técnica de 
PCR-RFLP puede resultar inadecuada para la identificación de productos cárnicos que contienen 
dos o más especies en su composición, debido a que la coexistencia de patrones de restricción 
característicos de cada una de ellas dificultaría la interpretación de los resultados obtenidos 
(Girish y col., 2005). Considerando todos estos aspectos, la técnica de PCR que utiliza 
cebadores específicos para la amplificación de fragmentos pequeños de ADN resulta 
especialmente útil en la autentificación de productos cárnicos, sobre todo si se han sometido a 
tratamientos térmicos intensos como las conservas o en aquéllos elaborados con más de una 
especie animal (Arslan y col., 2006). 
En resumen, la técnica de PCR con cebadores especie-específicos comparada con otras 
técnicas como la PCR-RFLP (Cronin y col., 1992; Pfeiffer y col., 2004; Verkaar y col., 2002), la 
PCR-secuenciación (Brodmann y col., 2001; Colombo y col., 2004) o RAPD (Koh y col., 1998; 
Arslan y col., 2005; Rastogi y col., 2007), presenta las ventajas de ser rápida y eficaz, sin 
requerir otros procedimientos complementarios como la secuenciación o la restricción enzimática 
de los amplicones. 
Utilización de una técnica de PCR para la detección específica de rebeco (Rupicapra 
rupicapra), cabra montés (Capra pyrenaica) y muflón (Ovis ammon) empleando la región 
mitocondrial D-loop 
En este estudio se ha abordado la identificación por PCR de carnes de tres especies de 
caza mayor pertenecientes a la familia Caprinae: rebeco, cabra montés y muflón. La técnica 
emplea cebadores específicos de cápridos diseñados en la región mitocondrial D-loop, dado que 
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es la zona del genoma mitocondrial que presenta una mayor variabilidad nucleotídica (Sbisà y 
col., 1997). Además de la importancia de la diferenciación de especies animales para autentificar 
productos, la identificación de especies protegidas como la cabra montés, adquiere una especial 
relevancia para garantizar la conservación y mantenimiento de la fauna silvestre en peligro de 
extinción (Colombo y col., 2004). 
En este trabajo, en primer lugar, se amplificó una zona conservada de la región 
mitocondrial D-loop de un tamaño comprendido entre 700 y 1000 pb en rebeco, cabra montés, 
muflón, ciervo, gamo, corzo, vaca, oveja, cabra y cerdo empleando los cebadores conservados 
DLOOP-FW y DLOOP-REV (Fajardo y col., 2007). La variabilidad observada en el tamaño de las 
amplificaciones dependiendo de la especie analizada (resultados no mostrados), concuerda con 
los resultados de algunos trabajos que indican que la región D-loop es la principal responsable 
de la variación en la longitud del genoma mitocondrial de los vertebrados (Cozzi y col., 2004; Lai 
y col., 2006). 
Para la identificación por PCR de una secuencia diana se pueden emplear cebadores 
que amplifiquen fragmentos de ADN específicos de especie, siempre y cuando la zona 
seleccionada para la hibridación de los cebadores presente suficientes diferencias nucleotídicas 
interespecíficas (Kusama y col., 2004; Kesmen y col., 2007). Para llevar a cabo el diseño de los 
cebadores específicos de las especies de cápridos mencionadas, se purificaron y secuenciaron 
los amplicones D-loop obtenidos con los cebadores DLOOP-FW y DLOOP-REV de varios 
individuos de rebeco (AM279274, AM279275), cabra montés (AM279276, AM279277, 
AM279278), muflón (AM279279, AM279280), oveja (AM279282, AM279283, AM279284, 
AM279285) y cabra doméstica (AM279286, AM282549). Además de estas especies 
filogenéticamente próximas, se incluyeron en el estudio las secuencias D-loop obtenidas en otras 
especies de caza mayor y domésticas tales como ciervo (AM279271), gamo (AM279272), corzo 
(AM279273), vaca (AM279287) y cerdo (AM279281). 
La Figura 1 (pág. 118) muestra el alineamiento múltiple de las secuencias D-loop 
obtenidas en rebeco, cabra montés, muflón, oveja y cabra doméstica. Como puede observarse, 
existen numerosos polimorfismos a lo largo de todas las secuencias, así como variaciones 
significativas en la longitud del fragmento D-loop amplificado en los individuos de rebeco y cabra 
montés. Esta variabilidad intra e interespecífica originó dos tipos de secuencia D-loop para 
rebeco y tres para cabra montés. La información nucleotídica del alineamiento permitió el diseño 
de dos parejas de cebadores, RPDLOOP-FW/RPDLOOP-REV y PIDLOOP-FW/PIDLOOP-REV, 
de secuencia complementaria a regiones D-loop especie-específicas de rebeco y cabra montés, 
respectivamente. 
Por otra parte, hay que señalar que en el caso del muflón también se obtuvieron varios 
tipos de secuencias D-loop como consecuencia de las mutaciones puntuales observadas en los 
diferentes individuos secuenciados (Figura 1, pág. 118). Debe, no obstante, precisarse que 
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debido a la elevada homología existente entre las secuencias D-loop de muflón y oveja se 
diseñaron los cebadores OADLOOP-FW/OADLOOP-REV para la amplificación de una región 
común a ambas especies. La dificultad para diferenciar estas dos especies tan filogenéticamente 
próximas concuerda con los resultados descritos por otros autores (Hiendleder y col., 1998) que 
respaldan la teoría que afirma que la oveja doméstica (Ovis aries) desciende del muflón (Ovis 
ammon). 
Como se aprecia en la Figura 2 (pág. 119), los cebadores RPDLOOP-FW/RPDLOOP-REV 
amplificaron un fragmento específico de 178 pb en las muestras de rebeco, sin producir 
amplificación a partir de los ADNs de muflón, cabra montés, ciervo, gamo, corzo, vaca, oveja, 
cabra y cerdo (Figura 2a). Asimismo, los cebadores específicos de cabra montés, PIDLOOP-
FW/PIDLOOP-REV, amplificaron un fragmento de 88 pb, sólo en esta especie animal (Figura 
2b). Por último, la pareja de cebadores OADLOOP-FW/OADLOOP-REV amplificó el fragmento 
esperado de 155 pb específico de muflón y oveja (Figura 2c). El tamaño de los productos de 
PCR obtenidos con cada una de las tres parejas de cebadores coincidió con el esperado según 
el análisis de las secuencias D-loop. Asimismo, cabe destacar la consistencia y reproducibilidad 
de los ensayos tras analizar 15 individuos de cada especie objeto de estudio con sus respectivos 
cebadores específicos. 
Como ya se ha comentado, el empleo de un control endógeno de amplificación es un factor 
muy importante en las técnicas de PCR. Por ello, y de forma análoga al trabajo anterior, la pareja 
de cebadores conservados (ENDLOOP-FW/DLOOPREV) que delimitaba un fragmento D-loop de 
~270 pb común a varias especies de mamíferos se utilizó simultáneamente y en paralelo a los 
cebadores caprinae-específicos en todas las muestras analizadas. Los resultados obtenidos 
(Figura 3, pág. 119), mostraron una amplificación adecuada del segmento conservado de ADN 
en todas las especies seleccionadas, confirmando la utilidad de los cebadores ENDLOOP-
FW/DLOOPREV como control positivo de amplificación. 
En este estudio también se evaluó la aplicabilidad de la técnica de PCR descrita para 
analizar carnes de rebeco, cabra montés y muflón sometidas a tratamientos experimentales de 
pasteurización (72 ºC, 30 minutos) y esterilización (121 ºC, 20 minutos). A pesar de que los ADN 
extraídos a partir de las muestras tratadas térmicamente mostraban una clara fragmentación 
(Figura 4, pág. 120), todas las amplificaciones fueron satisfactorias y reproducibles (Figura 5, 
pág. 120).  
Además, se determinó el límite de detección de la técnica de PCR con cebadores 
específicos para detectar la presencia de rebeco, cabra montés y muflón en mezclas cárnicas 
elaboradas en una matriz de cerdo que contenía distintos porcentajes de la especie diana (0,1, 1, 
5, 10 y 25%). El límite de detección conseguido fue del 0,1% en las tres baterías de mezclas 
cárnicas analizadas, tanto crudas (Figura 6, pág. 121) como tratadas térmicamente (resultados 
no mostrados). Estos resultados demuestran que la técnica de PCR desarrollada es capaz de 
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detectar bajos porcentajes de sustitución de la especie diana (0,1%), incluso en aquellas 
muestras sometidas a tratamientos térmicos intensos. 
Puede concluirse que la técnica de PCR con cebadores caprinae-específicos diseñados 
en la región D-loop es un método sencillo en el que la interpretación de los resultados se puede 
realizar visualmente, sin la necesidad de emplear instrumentos complejos. Asimismo, sus 
características de rapidez, elevada sensibilidad y bajo coste (Herman, 2001; Kesmen y col., 
2007), lo convierten en un procedimiento complementario a otras técnicas genéticas de 
identificación de especies como la PCR-secuenciación, PCR-RFLP, PCR-SSCP o hibridación del 
ADN (Buntjer y col., 1999; Brodmann y col., 2001; Sáez y col., 2004). 
IV.1.3. TÉCNICA DE PCR EN TIEMPO REAL 
Desarrollo de una técnica de PCR en tiempo real para la detección y cuantificación de 
ADN de ciervo (Cervus elaphus), gamo (Dama dama) y corzo (Capreolus capreolus) en 
mezclas cárnicas 
Las técnicas de PCR convencionales que se desarrollan en varios pasos desde la 
amplificación del material genético hasta el análisis de los productos resultantes, están 
evolucionando hacia procedimientos más rápidos y automatizados en un sólo tubo. Estos 
avances se basan en el uso de equipos de PCR con detección espectrofluorimétrica con los que 
es posible realizar un seguimiento cuantitativo en tiempo real del proceso de amplificación del 
ADN. Cuanto mayor sea el número de copias inicial del ácido nucleico diana, antes se detectará 
un incremento en la fluorescencia como consecuencia del acúmulo de productos de PCR. La 
principal ventaja de esta metodología es que proporciona un resultado numérico en tiempo real 
que permite la cuantificación de las especies de interés y el tratamiento estadístico de los datos 
obtenidos (Brodmann y Moor, 2003; Frezza y col., 2003). 
La detección por PCR en tiempo real de los productos amplificados puede realizarse 
recurriendo a varios sistemas. Entre ellos destacan los basados en sondas TaqMan®, que 
hibridan en regiones específicas del ADN diana, y los que emplean el agente fluorescente 
inespecífico SYBR® Green. El SYBR® Green es un fluorocromo que se intercala entre las hebras 
de la doble hélice de ADN, independientemente de su secuencia de nucleótidos. Cuando este 
compuesto forma parte de la reacción de amplificación, sólo se detecta si está unido al ADN 
bicatenario. Por ello, si el producto de amplificación es específico, el aumento en la fluorescencia 
es proporcional al número de copias presentes inicialmente en la muestra (Sawyer y col., 2003). 
No obstante, como el SYBR® Green se une a cualquier molécula de ADN, las amplificaciones 
inespecíficas o la formación de dímeros de cebadores pueden originar errores significativos. El 
análisis de la curva de desnaturalización térmica (curva de melting) una vez finalizado los ciclos 
de amplificación, permite identificar el producto de PCR que ha sido detectado y confirmar su 
especificidad (López-Andreo y col., 2006). 
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Independientemente del sistema empleado, el seguimiento de la emisión de 
fluorescencia al final de cada ciclo de amplificación permite identificar el ciclo umbral (Ct), que es 
aquel a partir del cual la relación entre la fluorescencia emitida y el número de ciclos es 
exponencial. Mediante la elaboración de curvas estándar apropiadas se puede establecer una 
relación lineal entre el Ct de una muestra y el número inicial de copias de ADN diana presentes 
en la misma (Laube y col., 2007). 
En este trabajo de investigación se planteó el desarrollo de una técnica de PCR en 
tiempo real utilizando el agente intercalador fluorescente SYBR® Green para la detección y 
cuantificación de ADN de ciervo (Cervus elaphus), gamo (Dama dama) y corzo (Capreolus 
capreolus) en mezclas cárnicas crudas y tratadas térmicamente. El procedimiento de PCR en 
tiempo real se llevó a cabo en el sistema de detección de secuencias (SDS) 7900HT de Applied 
Biosystems (California, EEUU). Este equipo utiliza una placa de 384 pocillos con lo que se 
incrementa el número de muestras que se pueden analizar simultáneamente respecto a otros 
equipos existentes en el mercado. Además, detecta un espectro de fluorescencia comprendido 
entre 500 y 660 nm, lo que le permite distinguir y cuantificar múltiples fluorocromos en cada 
pocillo de la placa (López-Calleja y col., 2007). 
La técnica desarrollada en este trabajo emplea como diana secuencias especie-
específicas del gen mitocondrial 12S ARNr y utiliza un fragmento conservado del gen nuclear 
18S ARNr como sistema de control endógeno. La alineación y análisis informático de las 
secuencias nucleotídicas del gen 12S ARNr obtenidas en trabajos anteriores para diversas 
especies de caza mayor y domésticas (Fajardo y col., 2006, 2007), permitió el diseño de tres 
parejas de cebadores (sistemas de PCR específicos de cérvidos) en zonas cuya secuencia 
incluía diferencias específicas de especie. Los cebadores específicos diseñados amplificaban 
fragmentos de 134 (12SCEQ-FW/12SCEQ-REV), 169 (12SDDQ-FW/12SDDQ-REV) y 120 pb 
(12SCCQ-FW/12SCCQ-REV) en el gen 12S ARNr de ciervo, gamo y corzo, respectivamente 
(resultados no mostrados). La selección de amplicones de pequeño tamaño es un factor 
especialmente crítico para el éxito de los ensayos de PCR en tiempo real, sobre todo en el 
análisis de muestras donde el ADN puede estar degradado (Hird y col., 2006). 
Además de los sistemas de PCR específicos, se diseñó otra pareja de cebadores 
universales de eucariotas (18SEUDIR y 18SEUREV) a partir de secuencias del gen nuclear 18S 
ARNr disponibles en las bases de datos para varias especies animales. Estos cebadores 
amplifican un fragmento conservado de 140 pb del gen 18S ARNr, que se utilizó como control 
endógeno para normalizar los valores de Ct obtenidos en las reacciones de PCR específicas de 
ciervo, gamo y corzo. La principal ventaja del empleo de un sistema de PCR endógeno radica en 
que determinados factores que afectan al nivel de amplificación del ensayo, como son la 
presencia de inhibidores de la reacción o la integridad y la calidad del ADN recuperado de una 
muestra, se pueden ajustar al comparar el valor de Ct obtenido en la muestra problema con la 
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respuesta de amplificación obtenida con los sistemas de PCR específicos. Este hecho tiene un 
enorme interés, dada la variabilidad observada en los resultados de amplificación del ADN a 
partir de matrices alimentarias en función de factores como el estado de conservación y el 
tratamiento de procesado aplicado al producto (López.Andreo y col., 2005). 
Para el desarrollo de la técnica de PCR en tiempo real descrita en este trabajo, en primer 
lugar, se evaluó la especificidad de los sistemas de PCR específicos de ciervo, gamo y corzo 
mediante el estudio de las curvas de desnaturalización térmica obtenidas tras el análisis de los 
ADNs procedentes de diversas especies animales. Los sistemas específicos de cérvidos dieron 
lugar a los fragmentos esperados a partir del ADN de las correspondientes especies diana, con 
unos valores de Ct comprendidos entre 15,13 y 19,26 y un intervalo de Tm característico para 
ciervo, gamo y corzo (76,5-78 ºC, 78-79,5 ºC y 72-73 ºC, respectivamente). En el resto de las 
especies analizadas, los valores de Ct estuvieron comprendidos entre 33,37 y 35,43. Por otra 
parte, al utilizar el sistema de control endógeno se amplificó el fragmento esperado de 140 pb 
con unos valores de Ct comprendidos entre 15,41 y 16,27 y una Tm de 83 a 84 ºC  (Tabla 2, pág. 
128). 
A continuación se procedió a la cuantificación de la presencia de ADN de ciervo, gamo y 
corzo en mezclas cárnicas binarias crudas y esterilizadas que contenían porcentajes del 0,1, 1, 
5, 10 y 25% de la especie diana en una matriz de cerdo. Para ello, se utilizó el método de la 
cuantificación absoluta con relación a una recta estándar obtenida a partir de los valores de Ct de 
las mezclas cárnicas binarias de ciervo, gamo y corzo. Los valores de Ct obtenidos en cada 
muestra (10 ng de ADN) con los correspondientes sistemas específicos de ciervo (CtCES), gamo 
(CtDDS) y corzo (CtCCS), se normalizaron de acuerdo a las siguientes fórmulas (Rodríguez y 
col., 2004; 2005): 
CtCE= CtEU * CtCES/ CtEUS (para ciervo) 
CtDD= CtEU * CtDDS/ CtEUS (para gamo) 
CtCC= CtEU * CtCCS/ CtEUS (para corzo) 
donde: CtCE, CtDD y CtCC, son los Ct normalizados de las muestras en los sistemas 
específicos de ciervo, gamo y corzo, respectivamente; CtEUS es el valor de Ct obtenido para 
cada muestra y CtEU es la media de los Ct obtenidos para cada recta estándar en el sistema 
endógeno. La concentración de ADN diana en una muestra problema se calcula interpolando el 
Ct normalizado obtenido en la correspondiente recta estándar de porcentajes conocidos de la 
especie diana en las mezclas. 
Los datos de fluorescencia obtenidos al final de cada ciclo de amplificación con los 
sistemas de PCR específicos y el control endógeno, se analizaron estadísticamente siguiendo la 
metodología descrita por Camacho y col. (1993). 
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La Figura 1 (pág. 129) muestra las rectas de calibrado obtenidas al analizar 10 ng de 
ADN extraído de las mezclas cárnicas binarias crudas de ciervo, gamo y corzo con los 
correspondientes sistemas específicos. El tratamiento estadístico de los datos obtenidos permitió 
su validación a través del análisis de diferentes parámetros como la eficiencia, linealidad, 
sensibilidad, exactitud y precisión del método de cuantificación. De forma similar, se analizaron 
estadísticamente los resultados obtenidos con las mezclas cárnicas esterilizadas (Figura 2, pág. 
130). 
La pendiente obtenida al representar el logaritmo de las concentraciones de ADN frente 
al incremento de los valores de Ct fue de –3,34 para el sistema específico de ciervo (Figura 1a), 
–3,42 para el de gamo (Figura 1b) y –3,25 para el de corzo (Figura 1c), correspondiendo el valor 
cercano a –3,32 a una eficiencia del 100%. Asimismo, las pendientes obtenidas al analizar las 
mezclas cárnicas esterilizadas de ciervo, gamo y corzo fueron de -4,2 (Figura 2a), -3,4 (Figura 
2b) y -3,8 (Figura 2c), respectivamente. 
El límite de cuantificación conseguido con las mezclas cárnicas crudas fue de 0,001, 
5,93x10-5 y 3,99x10-5% de ADN de ciervo, gamo y corzo, respectivamente. De igual modo, tras 
el análisis de las mezclas esterilizadas, los límites de cuantificación obtenidos fueron de 0,8, 
1,4x10-3 y 3,32x10-4% de ADN de ciervo, gamo y corzo, respectivamente. 
La linealidad y sensibilidad de la técnica también se evaluaron con relación a los datos 
normalizados para las correspondientes mezclas cárnicas crudas (Figura 1, pág. 129) y 
esterilizadas (Figura 2, pág. 130) de ciervo, gamo y corzo. Se calcularon los siguientes 
parámetros estadísticos: Test de Cochran, análisis de regresión, análisis de varianza Lack of-Fit 
y capacidad discriminante (Camacho y col., 1993). 
El valor obtenido en el test de t-Student verificó la exactitud del método de cuantificación 
desarrollado, ya que el porcentaje de recuperación obtenido en las mezclas crudas y 
esterilizadas de las tres especies de interés estuvo próximo al 100%. 
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el tipo de tratamiento térmico 
aplicado a la muestra influye en las ecuaciones de cuantificación de cada especie diana en las 
correspondientes mezclas cárnicas. En consecuencia, la cuantificación de especies en un 
producto precisa de la preparación de diferentes rectas de calibrado en función del tratamiento 
térmico de las muestras y del tipo de tejido analizado. 
En los últimos años, la posibilidad de monitorizar en tiempo real el progreso de la 
reacción de PCR ha revolucionado las técnicas de cuantificación de ADN y ARN (Brodmann y 
Moor, 2003: López-Calleja y col., 2007). En este sentido, además de las numerosas aplicaciones 
en el campo del diagnóstico clínico y de la investigación básica, la técnica de PCR en tiempo real 
ha demostrado su eficacia en el área del análisis de alimentos, principalmente en la detección y 
cuantificación de organismos modificados genéticamente (OMG) (Hernández y col., 2004; Toyota 
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y col., 2006; Freese y col., 2007; Chaouachi y col., 2008; Salvi y col., 2008), alergenos 
alimentarios frecuentes como frutos secos y cereales (Brezná y col., 2006; Mustorp y col., 2008; 
Brezná y col., 2008; Demmel y col., 2008) y en la detección de microorganismos patógenos y 
alterantes (Chiang y col., 2007; De Martinis y col., 2007; Grady y col., 2008; Krascsenicsova y 
col., 2008; Maede y col., 2008; Malorny y col., 2008; Ridley y col., 2008). Comparativamente con 
los estudios de PCR en tiempo real descritos para la diferenciación y cuantificación de carnes de 
especies domésticas como vaca, cerdo, oveja, pollo y pavo (Dooley y col., 2004; Rodríguez y 
col., 2004; López-Andreo y col., 2005; Laube y col., 2007; Tanabe y col., 2007; Eugster y col., 
2008; Jonker y col., 2008), el número de trabajos publicados dirigidos a la detección cualitativa y 
cuantitativa de carnes procedentes de especies de caza mayor es mucho menor (Wolf y col., 
1999; Brodmann y col., 2001; Colombo, y col., 2004; Pfeiffer y col., 2004). Hasta donde llega 
nuestra información, no existen estudios que aborden la cuantificación mediante PCR en tiempo 
real de carnes procedentes de ciervo, gamo y corzo. 
La identificación y cuantificación de ADN mediante la utilización de técnicas de PCR en 
tiempo real es una alternativa relativamente sencilla y eficaz frente a otras técnicas de análisis 
más lentas y laboriosas como la secuenciación (Colombo y col., 2004), PCR-RFLP (Fajardo y 
col., 2006) o PCR-SSCP (Rea y col., 1996; Chapela y col., 2007). Sin embargo, el empleo de la 
técnica de PCR en tiempo real para la cuantificación de especies animales en matrices 
alimentarias presenta también algunas dificultades ligadas a determinados factores que pueden 
afectar al ADN diana, tales como su degradación y la variabilidad existente en la proporción de 
ADN de los distintos tejidos (grasa, músculo, etc.) (López-Andreo y col, 2006). Las principales 
ventajas que ofrece el empleo de la molécula SYBR® Green como marcador fluorescente son la 
posibilidad de su inclusión junto a los demás reactivos de la PCR y la capacidad para detectar 
los productos amplificados con una sensibilidad similar a la facilitada por las sondas 
fluorescentes específicas, pero con un coste menor (Sawyer y col., 2003; Aarts y col., 2006). Por 
otra parte, el inconveniente del uso de este marcador radica en que tanto los amplicones 
específicos como los no específicos generan señal, pudiendo aparecer falsos positivos como 
consecuencia de la unión del SYBR® Green a los productos de PCR inespecíficos (Laube y col., 
2007). Por lo tanto, la especificidad de la técnica dependerá del riguroso diseño de los cebadores 
especie-específicos y de la optimización de la reacción de amplificación (Walker y col., 2004; 
Wang y col., 2006). 
Puede concluirse que la técnica de PCR en tiempo real descrita en este trabajo permite 
la detección y cuantificación del ADN de ciervo, gamo y corzo en mezclas cárnicas en el intervalo 
comprendido entre el 0,1-0,8% y el 25%, en función de la especie y del tratamiento térmico 
aplicado a la muestra. 
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Detección cuantitativa de ADN de rebeco (Rupicapra rupicapra) y cabra montés (Capra 
pyrenaica) en mezclas cárnicas mediante técnicas de PCR en tiempo real empleando la 
molécula SYBR® Green y sondas TaqMan® 
En este trabajo se describe el desarrollo de dos técnicas de PCR para la detección y 
cuantificación de rebeco y cabra montés en mezclas cárnicas crudas y esterilizadas. La primera 
aproximación emplea como sistema de detección el agente fluorescente SYBR® Green, mientras 
que la segunda utiliza sondas específicas TaqMan® para la hibridación. En ambos casos, el 
procedimiento de PCR en tiempo real se llevó a cabo en la plataforma de detección LightCycler 
(Roche Applied Science), que está equipada con la tecnología más innovadora para cuantificar 
los productos de PCR amplificados. Su gran flexibilidad permite el uso de un amplio abanico de 
formatos de detección, siendo el único equipo de PCR en tiempo real que dispone de 6 canales 
de detección a longitudes de onda distintas (530, 560, 610, 640, 670 y 710 nm) para trabajar con 
diferentes tipos de químicas fluorescentes: SYBR® Green, sondas TaqMan®, sondas FRET, 
sondas scorpions o molecular beacon, etc. (Rensen y col., 2005; Jonker y col., 2008).  
En este estudio se emplearon como diana de detección fragmentos específicos del gen 
mitocondrial 12S ARN ribosómico y de la región mitocondrial D-loop de las especies de interés. 
Además, se utilizó un fragmento conservado del gen nuclear 18S ARNr de eucariotas como 
sistema de control endógeno. La comparación y el estudio de las secuencias nucleotídicas del 
gen 12S ARNr obtenidas en trabajos anteriores para diversas especies de caza mayor y 
domésticas (Fajardo y col., 2006, 2007), permitió el diseño de una pareja de cebadores 
(12SRPQFW-12SRPQREV) para la amplificación de un fragmento específico de 133 pb en 
rebeco. Sin embargo, el reducido número de diferencias nucleotídicas existentes entre las 
secuencias del gen 12S ARNr de la especie C. pyrenaica y de otras especies estrechamente 
relacionadas como la cabra doméstica (C. hircus), impidió la utilización de este marcador para la 
detección cuantitativa de carnes procedentes de cabra montés. Así, para la identificación de esta 
especie se seleccionó la región mitocondrial D-loop debido a la alta variabilidad y tasa de 
mutación que presenta este gen (Sbisà y col., 1997). Los cebadores diseñados en la región 
mitocondrial D-loop, PIDLOOPQFW y PIDLOOPQREV, amplificaron un fragmento específico de 
88 pb en la cabra montés (Fajardo y col., 2007). 
Para diseñar la pareja de cebadores universales de eucariotas que formaban el sistema 
endógeno (18SpEUDIR y 18SpEUINV), se purificaron y secuenciaron los amplicones obtenidos 
en el gen 18S ARNr con los cebadores de eucariotas en las siguientes especies animales: 
rebeco (AM711876), cabra montés (AM711870), muflón (AM711874), ciervo (AM711872), gamo 
(AM711873), corzo (AM711868), vaca (AM711877), oveja (AM711875), cabra (AM711869) y 
cerdo (AM711871). El alineamiento y análisis de las secuencias obtenidas facilitó el diseño de 
los cebadores 18SpEUDIR y 18SpEUINV, que amplificaron un fragmento conservado de 141 pb 
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del gen 18S ARNr y se utilizaron como control endógeno para normalizar los valores de Ct 
obtenidos en las reacciones específicas de amplificación de ADN de rebeco y cabra montés. 
Como se ha señalado anteriormente, en primer lugar se procedió a la detección 
cuantitativa en tiempo real de rebeco y cabra montés en mezclas cárnicas mediante el empleo 
de los sistemas específicos (12SRPQFW-12SRPQREV y PIDLOOPQFW-PIDLOOPQREV) y 
endógeno (18SpEUDIR-18SpEUINV) descritos y el agente fluorescente SYBR® Green. 
Inicialmente se evaluó la especificidad de los sistemas de PCR específicos de rebeco y cabra 
montés mediante el estudio de las curvas de desnaturalización térmica obtenidas tras el análisis 
de los ADNs procedentes de diversas especies animales. Los sistemas de PCR diseñados 
dieron lugar a los fragmentos esperados a partir del ADN de rebeco y cabra montés con unos 
valores de Ct de 16,03 y 21,85, respectivamente, y un intervalo de Tm de 77 a 78 ºC. En el resto 
de especies estudiadas, los valores de Ct estuvieron comprendidos entre 32,80 y 36,37. Por otra 
parte, al utilizar el sistema de control endógeno se amplificó el fragmento esperado de 141 pb 
con unos valores de Ct situados en el intervalo entre 17,76 y 22,25 y una Tm de 85,3-87 ºC 
(Tabla 2, pág. 136). 
Tras evaluar la especificidad de la técnica, se procedió a la cuantificación de la presencia 
de ADN de rebeco y cabra montés en mezclas cárnicas binarias crudas y esterilizadas, que 
contenían porcentajes del 0,1, 1, 5, 10 y 25% de la especie diana en una matriz de cerdo. Para 
ello, se utilizó el método de la cuantificación absoluta con relación a la recta estándar obtenida a 
partir de los valores de Ct de las mezclas cárnicas binarias de rebeco y cabra montés. Los 
valores de Ct obtenidos a partir del ADN de cada muestra (5 y 25 ng de ADN de las mezclas de 
rebeco y cabra montés, respectivamente) al emplear los correspondientes sistemas de PCR 
específicos, se normalizaron siguiendo  el modelo matemático aplicado en el trabajo anterior 
(Fajardo y col., 2008). 
En la Figura 1 (pág. 137) se muestran los perfiles de fluorescencia obtenidos a partir de 
los productos de PCR generados al analizar las mezclas cárnicas crudas de rebeco (Figura 1a) y 
cabra montés (Figura 1b) con los correspondientes sistemas de PCR específicos. De forma 
similar, en la Figura 2 (pág. 138) aparecen los perfiles de fluorescencia obtenidos tras el análisis 
de las mezclas cárnicas tratadas térmicamente de rebeco (Figura 2a) y cabra montés (Figura 
2b). Hay que señalar que las mezclas que contenían un 25% de rebeco en cerdo no se 
incluyeron en las rectas estándar debido a la saturación que se producía en los valores de 
fluorescencia con este porcentaje. 
Los datos de fluorescencia obtenidos al final de cada ciclo de amplificación con los 
sistemas de PCR específicos y el control endógeno, se analizaron estadísticamente siguiendo el 
protocolo de validación descrito con anterioridad (Camacho y col., 1993; ICH, 2005). 
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Las Figuras 3 y 4 (pág. 139 y 140, respectivamente) muestran las rectas de calibrado 
obtenidas al analizar el ADN extraído de las mezclas cárnicas binarias crudas y esterilizadas de 
rebeco (5 ng) y cabra montés (25 ng) con los correspondientes sistemas específicos. Para 
realizar el tratamiento estadístico de los datos obtenidos se calculó la eficiencia, linealidad, 
sensibilidad, exactitud y precisión del método de cuantificación. 
La pendiente obtenida al representar el logaritmo de las concentraciones de ADN frente 
al incremento de los valores de Ct fue de –3,32 para el sistema específico de rebeco (Figura 3a) 
y de –3,34 para el de cabra montés (Figura 3b), correspondiendo el valor cercano a –3,32 a una 
eficiencia del 100%. Asimismo, los datos de las pendientes al analizar las mezclas cárnicas 
esterilizadas de rebeco y cabra montés fueron de -3,44 (Figura 4a) y -4,26 (Figura 4b), 
respectivamente. 
El límite de cuantificación obtenido con las mezclas cárnicas crudas fue de 1,2x10-5 y 
0,04% de ADN de rebeco y cabra montés, respectivamente. De forma similar, los límites de 
cuantificación obtenidos tras el análisis de las mezclas esterilizadas fueron de 6,4x10-4 y 0,8% 
de ADN de rebeco y cabra montés, respectivamente. Estos resultados demuestran la utilidad de 
los cebadores diseñados sobre fragmentos de ADN de pequeño tamaño para detectar con 
suficiente sensibilidad aquellos ADNs degradados como consecuencia del procesado térmico u 
otros tratamientos aplicados a los alimentos (Frezza y col., 2003). 
Los parámetros estadísticos del test de Cochran, análisis de regresión, análisis de 
varianza Lack of-Fit y capacidad discriminante (Camacho y col., 1993; ICH, 2005) permitieron 
evaluar la linealidad y sensibilidad de la técnica para la detección y cuantificación de rebeco y 
cabra montés en las mezclas cárnicas crudas (Figura 3, pág. 139) y esterilizadas (Figura 4, pág. 
140).  
El valor obtenido después de realizar el test de t-Student verificó la exactitud del método 
desarrollado, ya que el porcentaje de recuperación obtenido en las mezclas crudas y 
esterilizadas de las dos especies de interés resultó próximo al 100%. 
Al igual que en el trabajo descrito anteriormente (Fajardo y col., 2008), los resultados 
obtenidos en este estudio indican que el tipo de tratamiento térmico aplicado a la muestra influye 
en las ecuaciones de cuantificación de cada especie diana en las correspondientes mezclas 
cárnicas. En consecuencia, la cuantificación de especies en un producto precisa de la 
preparación de diferentes rectas de calibrado en función del tratamiento térmico de las muestras 
y del tipo de tejido analizado.  
En conclusión, los resultados obtenidos demuestran que la técnica de PCR en tiempo 
real empleando la molécula de SYBR® Green permite la identificación y cuantificación específica 
de ADN de rebeco y cabra montés en mezclas cárnicas en el intervalo comprendido entre el 0,1-
0,8% y el 10-25%, en función de la especie y del tratamiento térmico aplicado a la muestra.  
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En la segunda parte del estudio, se abordó el desarrollo de una alternativa a la técnica de 
PCR en tiempo real anteriormente descrita. Ésta se basa en el empleo de los sistemas de PCR 
específicos de rebeco (12SRPQFW-12SRPQREV) y cabra montés (PIDLOOPQFW-
PILOOPQREV) y dos sondas TaqMan® internas, específicas para cada una de estas dos 
especies. A diferencia del reactivo SYBR® Green, las sondas TaqMan® hibridan específicamente 
en la secuencia del ADN diana evitando los falsos positivos si se generan productos de PCR 
inespecíficos o dímeros de cebadores (Zhang y col., 2007; Jonker y col., 2008). Además, en esta 
técnica se empleó un fragmento conservado del gen nuclear 18S amplificado por los cebadores 
universales (18SpEUDIR y 18SpEUINV) y una sonda conservada como sistema de control 
endógeno para normalizar los valores de Ct obtenidos en las reacciones específicas de 
amplificación de ADN de rebeco y cabra montés (Fajardo y col., 2008).  
La sonda TaqMan® es un oligonucleótido que contiene fluorocromos en los dos extremos 
y que es capaz de hibridar en regiones internas y específicas de los productos de PCR. El 
fluorocromo situado en el extremo 5´ se llama donador (reporter) y el del extremo 3´ recibe el 
nombre de aceptor (quencher). Cuando la sonda (que se incluye en la reacción de PCR 
conjuntamente con los cebadores) está íntegra, la proximidad del donador y del aceptor provoca 
un fenómeno denominado FRET (transferencia de energía de resonancia de Förster o 
transferencia de energía de resonancia fluorescente), que se traduce en la anulación de la 
fluorescencia de la sonda. En el curso de la PCR, la sonda se une a su secuencia diana cuando 
ésta se encuentra presente en la reacción. Durante la extensión de la cadena de ADN, la 
actividad 5´ exonucleasa de la enzima Taq polimerasa provoca la liberación del donador del 
extremo 5´ de la sonda, que al separarse del aceptor comienza a emitir fluorescencia. La 
acumulación de los productos de PCR se detecta monitorizando el aumento de fluorescencia por 
la liberación del donador (Dooley y col., 2004; López-Calleja y col., 2007). 
Para diseñar las sondas TaqMan® específicas de rebeco (CHAMOISTM) y cabra montés 
(IBEXTM) se alinearon y compararon las secuencias del gen 12S ARNr y de la región D-loop de 
varias especies animales obtenidas en trabajos anteriores. El estudio del alineamiento permitió 
elegir zonas internas a las secuencias de ADN delimitadas por los sistemas específicos, que 
incluyesen suficientes diferencias especie-específicas. Por otra parte, el alineamiento y análisis 
de las secuencias obtenidas con los cebadores de eucariotas en el gen 18S ARNr de varias 
especies animales facilitó el diseño de la sonda TaqMan® conservada 18SPROBE (TibMolBiol, 
Berlin, Alemania). 
Para el desarrollo de la técnica se evaluó, en primer lugar, la especificidad de los 
sistemas de PCR específicos de rebeco y cabra montés (formados por las parejas de cebadores 
de ambas especies y sus correspondientes sondas TaqMan® específicas). Tras el análisis de los 
ADNs procedentes de diversas especies animales, los sistemas de PCR específicos de rebeco y 
cabra montés dieron lugar a los fragmentos esperados a partir del ADN de las especies diana 
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con unos valores de Ct de 17,65 y 19,90, respectivamente. Para el resto de especies se obtuvo 
un Ct de 45 en ambos sistemas, es decir, no hubo señal de amplificación tras 45 ciclos de PCR. 
Como ya se ha señalado, los métodos que emplean sondas TaqMan® requieren la unión 
específica de la sonda fluorescente a la secuencia diana delimitada por cada uno de los sistemas 
de PCR, no requiriéndose análisis posteriores (curvas de desnaturalización térmica) como ocurre 
al utilizar la molécula SYBR® Green (Sawyer y col., 2003; Aarts y col., 2006; López-Andreo y col., 
2006). 
Por otra parte, con el empleo del sistema de control endógeno (cebadores y sonda de 
eucariotas del gen 18S ARNr), se amplificó el fragmento esperado de 141 pb en todas las 
especies analizadas, con unos valores de Ct comprendidos entre 16,68 y 17,90. 
Tras evaluar la especificidad de la técnica, se procedió a la cuantificación de la presencia 
de ADN de rebeco y cabra montés en mezclas cárnicas binarias crudas y esterilizadas que 
contenían porcentajes del 0,1, 1, 5, 10 y 25% de la especie diana en una matriz de cerdo. Para 
ello, se utilizó el método de la cuantificación absoluta con relación a una recta estándar obtenida 
a partir de los valores de Ct de las mezclas cárnicas binarias de rebeco y cabra montés (Fajardo 
y col., 2008). 
Los datos de fluorescencia obtenidos al final de cada ciclo de amplificación con los 
sistemas de PCR específicos y el control endógeno se analizaron estadísticamente de acuerdo 
con las pautas ya descritas en otros trabajos (Camacho y col., 1993; ICH, 2005; Fajardo y col., 
2008). También se determinó la linealidad y sensibilidad de la técnica con relación a los datos 
normalizados de las correspondientes mezclas cárnicas crudas y esterilizadas de rebeco y cabra 
montés. Además, se calcularon los siguientes parámetros estadísticos: Test de Cochran, análisis 
de regresión, análisis de varianza Lack of-Fit y capacidad discriminante (Camacho y col., 1993; 
ICH, 2005; Fajardo y col., 2008). 
Del análisis global de los resultados obtenidos puede deducirse que el empleo de sondas 
TaqMan® en la técnica de PCR en tiempo real, mejora la especificidad, eficiencia y sensibilidad a 
la hora de detectar y cuantificar el ADN de rebeco y cabra montés, con respecto al método que 
emplea la molécula inespecífica SYBR® Green (Fajardo y col., 2008). Sin embargo, cabe señalar 
como inconveniente el alto coste de las sondas y la dificultad ligada al diseño y disponibilidad de 
los oligonucleótidos que componen el sistema TaqMan-PCR (sondas y cebadores específicos). 
Como ya se ha señalado, los ensayos de PCR en tiempo real proporcionan resultados 
numéricos (Ct,) según transcurre la reacción de PCR que permiten la cuantificación y el 
tratamiento estadístico de los datos obtenidos (Laube y col., 2007; López-Calleja y col., 2007). 
En condiciones ideales, un método cuantitativo debe ser rápido, sencillo y económico. En este 
sentido, con el equipo LightCycler (Roche, Manheim, Alemania) la PCR se completa en 
aproximadamente 45 minutos, gracias al empleo de pequeños capilares de vidrio que permiten 
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maximizar la velocidad de la reacción. Además, se evita el manejo de placas, más susceptibles 
a las contaminaciones que el sistema de capilares (Rensen y col., 2005; Grady y col., 2008). 
Las técnicas de PCR en tiempo real desarrolladas en este trabajo constituyen una 
alternativa a otras técnicas de análisis del ADN para garantizar la identificación y cuantificación 
específica de la carne de rebeco y cabra montés en los programas de inspección de la industria 
cárnica. 
     
CAPÍTULO  V  
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PRIMERA. Mediante una técnica de PCR-RFLP y utilizando las enzimas de restricción 
seleccionadas en este trabajo y los marcadores genéticos mitocondriales 12S ARN ribosómico y 
D-loop, así como el gen nuclear MC1R, se han obtenido perfiles de restricción especie-
específicos que han permitido la identificación de carnes procedentes de ciervo, gamo, corzo, 
rebeco, cabra montés, muflón y jabalí, y su diferenciación de otras carnes de consumo habitual 
tanto en productos cárnicos frescos como curados. 
 
 
 
SEGUNDA. Mediante una técnica de PCR cualitativa y con los cebadores específicos de ciervo, 
gamo, corzo, rebeco, cabra montés y muflón diseñados en los genes mitocondriales 12S ARN 
ribosómico y D-loop, ha sido posible la identificación específica de carnes de estas especies 
animales. En mezclas cárnicas, el límite de detección alcanzado fue del 0,1% para todas las 
especies analizadas. La sensibilidad de los ensayos no varió al analizar productos cárnicos 
frescos, curados y tratados por calor.  
 
 
 
TERCERA. Mediante una técnica de PCR cuantitativa en tiempo real y empleando los cebadores 
especie-específicos diseñados en los genes mitocondriales 12S ARN ribosómico y D-loop, ha 
sido posible la identificación y cuantificación de ADN procedente de carnes de ciervo, gamo, 
corzo, rebeco y cabra montés en mezclas cárnicas en el intervalo comprendido entre el 0,1% y el 
25%. El empleo de sondas TaqMan® permitió mejorar los resultados de especificidad, eficiencia, 
sensibilidad y exactitud respecto a los obtenidos con el intercalador fluorescente SYBR® Green. 
El tipo de procesado del producto, el tejido o la especie analizada influyeron en las ecuaciones 
de cuantificación de la especie diana. 
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FIRST. The development of a PCR-RFLP technique using the restriction endonucleases selected 
in this work and the 12S ribosomal RNA and D-loop mitochondrial markers, as well as the nuclear 
MC1R gene, allowed the unequivocal identification of meats from red deer, fallow deer, roe deer, 
chamois, pyrenean ibex, mouflon and wild boar, and their differentiation of meats from domestic 
species in raw and cured meat products. 
 
 
 
SECOND. The qualitative polymerase chain reaction developed with the specific primers of red 
deer, fallow deer, roe deer, chamois, pyrenean ibex and mouflon designed in the mitochondrial 
12S ribosomal RNA and D-loop genes, allowed the specific identification of meats from these 
animal species. In meat mixtures, the detection limit of the PCR assays was set on 0.1% for all 
the target species. The sensitivity of the PCR was not modified when raw, cured and heat-treated 
meat products were analysed.  
 
 
 
THIRD. A quantitative real-time PCR assay based on the use of the species-specific primers 
designed in the mitochondrial 12S ribosomal RNA and D-loop genes, enabled the identification 
and quantification of DNA from meats of red deer, fallow deer, roe deer, chamois and pyrenean 
ibex in meat mixtures in the range of 0.1% to 25%. TaqMan® probes improves the specificity, 
sensitivity, efficiency and accuracy with respect to the fluorescent SYBR® Green molecule. 
Different calibration curves should be used in accordance with the treatment applied to the 
product, the tissue matrix or the species analysed. 
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Utilización de microsatélites de ADN para la diferenciación de carnes y productos 
cárnicos procedentes de jabalí europeo (Sus scrofa scrofa) y cerdo doméstico (Sus scrofa 
domestica) 
La carne de jabalí se considera una delicatessen y posee unos atributos claramente 
diferenciables de la del cerdo doméstico. Por ello, en los últimos años se ha observado una 
tendencia hacia la producción y comercialización de la carne de jabalí como alternativa a las 
carnes de otras especies de consumo habitual (Skewes, 2003). La sustitución de carne de jabalí 
por cerdo doméstico, así como, la comercialización de carne de individuos híbridos como si 
fueran jabalíes puros constituyen un fraude económico (Gongora y col., 2003; Koutsogiannouli y 
col., 2008). Por ello, es conveniente disponer de técnicas analíticas que permitan garantizar la 
trazabilidad y autenticidad de los productos comercializados.  
Los resultados obtenidos con la técnica de PCR-RFLP desarrollada en esta tesis doctoral 
permitieron la diferenciación de jabalí europeo y cerdo doméstico mediante la amplificación 
específica de un fragmento de 795 pb en el gen nuclear MC1R tanto en jabalí como en cerdo y la 
posterior digestión de los amplicones obtenidos con las endonucleasas de restricción BspHI y 
BstUI (pág. 96). Cabe mencionar que debido al elevado tamaño del fragmento amplificado (795 
pb), esta técnica está indicada para analizar productos crudos o curados. Sin embargo, no sería 
aplicable para el análisis de productos sometidos a tratamientos de procesado más intensos 
como los empleados para la obtención de patés, estofados, conservas, etc., donde el ADN está 
muy degradado (Fajardo y col., 2006; 2008). En consecuencia, se deben buscar y desarrollar 
métodos alternativos aplicables al análisis de productos tratados por calor que permitan, 
además, la identificación y detección de polimorfismos o mutaciones puntuales (SNPs) para 
hacer posible la discriminación de las subespecies salvaje y doméstica de Sus scrofa (Giuffra y 
col., 2000; Fajardo y col., 2008).  
Una de las opciones para llevar a cabo la diferenciación de jabalí europeo y cerdo 
doméstico podría ser el desarrollo de la tecnología de microsatélites de ADN. Los 
microsatélites son marcadores de ADN de última generación que constituyen una poderosa 
herramienta para la caracterización genética de individuos, poblaciones y especies animales 
(Edwards y col., 2000; Arranz y col., 2001; Megens y col., 2008). El ADN nuclear posee una 
característica interesante basada en las diferencias existentes en el número de copias de 
determinadas secuencias nucleotídicas (regiones no codificantes del genoma con un alto grado 
de variabilidad) que se repiten a lo largo de dicho genoma. La generalización de la utilización de 
estas secuencias repetitivas como marcadores genéticos, se debe precisamente a que se 
amplifican por PCR y a la facilidad de identificar alelos. Cada uno de los alelos de un individuo 
difiere en el número de unidades repetitivas que contiene en un locus determinado. Debido a las 
elevadas tasas de mutación que presentan las secuencias repetitivas y al gran número de alelos 
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presentes en el genoma, estas regiones constituyen interesantes marcadores para la 
identificación de especies (Haberfeld y col., 1991). 
La técnica de microsatélites consiste en el empleo de marcadores complementarios a 
regiones del genoma animal que se componen de una serie de repeticiones en tandem de 2 a 6 
nucleótidos. Las diferencias existentes en el número de repeticiones del microsatélite se 
detectan mediante amplificación por PCR y se visualizan como fragmentos de ADN de diferente 
longitud (alelos expresados en pares de bases) (Figura 15). Los microsatélites presentan 
ventajas interesantes a tener en cuenta en la identificación de especies tales como: a) la 
heredabilidad; b) su elevado grado de polimorfismo permite disponer de un gran número de 
alelos distintos en cada locus, confiriéndoles una gran capacidad de discriminación; c) su 
pequeño tamaño hace que sean fácilmente identificables mediante PCR en productos 
esterilizados o altamente procesados; y d) ya que las zonas que flanquean muchos de los 
microsatélites estudiados son muy conservadas entre especies pertenecientes a la misma familia 
e incluso al mismo género, los cebadores empleados para amplificar un microsatélite en una 
especie se pueden emplear también en otras (Guo y col., 2005; Sharma y col., 2006).  
El estudio automatizado de los microsatélites permite la identificación de los alelos de 
cada locus, y la consiguiente obtención de datos poblacionales de los individuos analizados, 
tales como las frecuencias alélicas (frecuencia relativa de un alelo en un locus genético 
determinado). La presencia de “alelos particulares” ofrece un gran interés para la diferenciación 
de razas o subespecies, puesto que al tratarse de alelos característicos de una determinada 
población, su detección permite la asignación de un individuo a una raza o subespecie en 
particular. Las modernas técnicas electroforéticas, que emplean secuenciadores automáticos con 
tecnología fluorescente, ofrecen ventajas adicionales para la correcta tipificación de los 
microsatélites, dado que permiten conocer con exactitud tanto los tamaños alélicos (pb), como 
los distintos genotipos a los que da lugar su polimorfismo (Ciampolini y col., 2006; Royo y col., 
2007). 
En cuanto al tipo de marcador a utilizar, éste debe presentar además de un alto grado de 
polimorfismo, baja tasa de mutación, elevada reproducibilidad y precisión, que muestren una 
segregación independiente con los otros marcadores al ser combinados en la prueba, y que no 
presenten alelos nulos (alelos que no pueden ser amplificados debido a una mutación en el 
punto de hibridación del cebador, catalogándose como homocigotos los individuos que los 
portan) (Dawson y col., 1997; Castillo y col., 2003). 
Aunque el empleo de esta técnica en la identificación de especies en los alimentos ha 
sido muy escasa (Castillo y col., 2003; Mascini y col., 2005; Ciampolini y col., 2006; Orrú y col., 
2006; Sharma y col., 2006), sí se ha utilizado ampliamente en la identificación y caracterización 
genética de numerosas especies animales de abasto, tales como vaca (Edwards y col., 2000; 
Maudet y col., 2002), oveja (Arranz y col., 2001; Álvarez y col., 2004), cabra (Luikart y col., 1999;
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Figura 15. Amplificación de un microsatélite mediante la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR). Los cebadores utilizados (     ) son complementarios a las regiones que 
flanquean las secuencias repetitivas (  ). Los productos de la amplificación, cuyo 
tamaño depende del número de unidades repetitivas (    ) que contenga el microsatélite, 
se separan mediante electroforesis en geles de acrilamida. En caso de individuos 
homocigotos sólo aparecerá una banda, mientras que en individuos heterocigotos se 
observarán dos bandas. 
Alelo A1 
Alelo A2 
Alelo A2 
Alelo A1 
Separación de los alelos mediante electroforesis  
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Fan y col., 2008) y cerdo (Guo y col., 2005; Sancristobal y col., 2006; Megens y col., 2008). A 
pesar de que existen menos trabajos publicados, también se han descrito microsatélites en 
algunas especies de caza mayor como cérvidos (Tokarskaya y col., 2000; Poetsch y col., 2001; 
Royo y col., 2007), bóvidos salvajes (Petit y col., 1997; Pérez y col., 2002) y suidos como el 
jabalí (Rejduch y col., 2004; Rodrigáñez y col., 2008). Vernesi y col. (2003) estudiaron las 
relaciones genéticas existentes entre poblaciones de jabalíes originarios de Italia y Hungría 
mediante el empleo de 9 marcadores microsatélites. Rejduch y col. (2004) utilizaron 7 
marcadores microsatélites para analizar la variabilidad genética existente entre poblaciones de 
jabalíes y de la raza porcina Large White en Polonia. Asimismo, Rodrigáñez y col. (2008) 
estudiaron la diversidad genética y riqueza alélica existentes en poblaciones españolas de 
jabalíes y cerdos a partir del análisis de un total de 18 marcadores microsatélites. Finalmente, 
Scandura y col. (2008) emplearon 10 marcadores microsatélites para analizar la variabilidad y 
relaciones genéticas existentes entre poblaciones de jabalíes y razas porcinas ubicadas en 
distintas zonas geográficas de Europa (Austria, España, Francia, Hungría, Italia y Polonia), 
evidenciando la existencia de “alelos particulares” o exclusivos de diversas poblaciones de 
jabalíes.  
En este trabajo se propone el empleo de microsatélites de ADN para identificar y 
diferenciar carnes procedentes de jabalí europeo y cerdo doméstico. La metodología del trabajo 
a seguir sería la siguiente: 
1) Selección de marcadores microsatélites adecuados. Existen actualmente 
numerosas secuencias de microsatélites depositadas en bases de datos 
(http://www.projects.roslin.ac.uk, http://www.ncbi.nlm.nin.gov o 
http://www.marc.usda.gov/genome) y estudios que indican los marcadores 
microsatélites más empleados en jabalí y cerdo doméstico (Megens y col., 2008; 
Rodrigáñez y col., 2008; Scandura y col., 2008).  
2) Selección de un número representativo de muestras de carne de jabalí europeo y 
cerdo doméstico procedentes de distintos orígenes y regiones geográficas. 
3) Amplificación por PCR de los marcadores seleccionados a partir del ADN extraído 
de las muestras de carne seleccionadas de cada una de las subespecies porcinas 
objeto de estudio.  
4) Selección de aquellos microsatélites que proporcionen los perfiles electroforéticos 
más adecuados. Se deben elegir un número suficiente de marcadores para la 
diferenciación de las subespecies de interés.  
5) Empleo de un secuenciador automático para la separación electroforética en geles 
de acrilamida de todos los productos de PCR obtenidos. Identificación alélica, en 
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cada individuo y con cada marcador, mediante el uso de diversos programas 
informáticos (GENESCAN ANALYSIS y GENOTYPER SOFTWARE). 
6) Utilización de los marcadores microsatélites elegidos en el análisis de muestras 
comerciales a fin de comprobar la aplicabilidad de la técnica para determinar el 
origen animal de productos cárnicos de jabalí y cerdo doméstico.  
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